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1.1 Historie und Bedeutung des Hyperinsulinismus 
Hyperinsulinismus wurde erstmals im Jahre 1938 von LAIDLAW beschrieben, der eine Neu-
Differenzierung pankreatischer Inselzellen mit dem Begriff der Nesidioblastose belegte 
(LAIDLAW, 1938). Diese Erkrankung führt zu einer von der metabolischen Kontrolle der 
Glucosekonzentration entkoppelt gesteigerten Insulinsekretion und fördert damit massiv die 
Aufnahme von Glucose in Muskel- und Fettzellen, stimuliert die Glycolyse, die Glycogen-
synthese und hemmt sowohl die Glycogenolyse als auch die Gluconeogenese (THOMAS et al., 
1995 und 1996; NICHOLS et al., 1996; NESTOROWICZ et al., 1996 und 1998; AGUILAR-BRYAN 
und BRYAN, 1999; DE LONLAY-DEBENEY et al., 1999; OTONKOSKI et al., 1999; GLASER et al., 
1999; SHARMA et al., 1999 und 2000; FOURNET et al., 2001; FOURNET und JUNIEN, 2003; 
REIMANN et al., 2003). Chronisch rezidivierende Hypoglykämien mit Plasmakonzentrationen 
an Glucose unter 50 mg / dl sind Ursache für frühe Komplikationen des HI, die mit 
Entwicklungsverzögerung, geistiger Retardierung und neurologischer Dysfunktion 
einhergehen (KALHAN et al, 1977; LEIBOWITZ et al., 1995; MEISSNER et al., 1997; AYNSLEY-
GREEN et al., 2000; MENNI et al., 2001; TYRRELL et al., 2001; STANLEY, 2002). Unbehandelt 
ist diese Stoffwechselentgleisung in vielen Fällen schon während der ersten postnatalen 
Monate nicht mit dem Leben vereinbar (als Übersichtsartikel siehe: DUNNE et al., 2004). 
Der Begriff der Nesidioblastose wurde bis heute durch zahlreiche Synonyme wie PHHI 
(persistent hyperinsulinaemic hypoglycemia of infancy; Persistierende hyperinsulinämische 
Hypoglykämie des Kleinkindalters), NHI (neonatal hyperinsulinism; frühkindlicher Hyper-
insulinismus), CHI (congenital hyperinsulinism in infancy; Kongenitaler Hyperinsulinismus 
des Kleinkindes) und HI (hyperinsulinism in infancy; Hyperinsulinismus des Kleinkindes) 
erweitert und konkretisiert (Online Mendelian Inheritance in Man: OMIM 256450). 
 
1.2 Inzidenz und Genetik des HI 
Die Inzidenz der multifaktoriellen Erkrankung reicht in der Allgemeinbevölkerung von ca. 1 zu 
20.000 Geburten in Kuwait (RAMADAN et al., 1999) über 1 zu 27.000 in Irland (GLASER et al., 
2000) bis zu 1 zu 40.000 bzw. 1 zu 50.000 in Finnland und den Niederlanden (OTONKOSKI et 
al., 1999). In einigen isolierten Gegenden jedoch kann die Erkrankung durch einen 
eingegrenzten genetischen Pool deutlich häufiger auftreten. So beträgt die Erkrankungshäufig-





2.500. Generell ist die männliche Bevölkerungsgruppe im Vergleich zur weiblichen mit einem 
Verhältnis von 1,2 zu 1 (für die fokale Form des HI; s.u.) bis 1,8 zu 1 (für die diffuse Form des 
HI; s.u.) signifikant häufiger betroffen (GLASER et al., 2000). 
 Das Syndrom des HI entspricht einer klinisch wie genetisch als auch funktionell sehr 
heterogenen Erkrankung. Morphologisch sind zwei Subtypen der autosomal rezessiven 
Erkrankung mit konstitutiv gesteigerter Insulinsekretion zu unterscheiden. Während diffuse 
Anormalitäten (DiHI) der B-Zelle des Pankreas mit Defekten unterschiedlicher Genloci 
assoziiert sind: Ch.11p15, 7p15-p13, 10q23.3 und 4q22-q26, zeigt die fokale adenomatöse 
Hyperplasie (FoHI) eine singuläre Beziehung mit Anormalitäten im kurzen Arm des 
Chromosoms 11 (Ch.11p15) - einem Bereich, der für den Sulfonylharnstoffrezeptor SUR1 
(ABCC8) und die Kalium-Kanal bildende Pore KIR6.2 (KCNJ11) des ATP-sensitiven Kalium-
kanals (KATP-Kanal) kodiert. Jeweils vier Untereinheiten des SUR1, die zur Familie der ATP-
bindenden Kassettenproteine (ABC-Transporter) gehören, und vier porenbildende KIR6.2-
Untereinheiten rekonstituieren den KATP-Kanal der B-Zelle des Pankreas (s.a. 1.6 bis 1.8). 
 
1.3 Assoziation des Hyperinsulinismus mit Defekten des KATP-Kanals (HI-KATP) 
Studien aus Frankreich, Israel und den USA ergaben, dass ca. 40 - 65 % aller HI-Patienten eine 
Form der Hyperinsulinämie zeigen, die mit Defekten des KATP-Kanals SUR1/KIR6.2 assoziiert 
ist (AGUILAR-BRYAN und BRYAN, 1999; DE LONLAY-DEBENEY et al., 1999; GLASER et al., 
1999 und 2000; STANLEY, 2002). Annähernd 100 HI-Mutationen in SUR1 und KIR6.2 sind 
bislang bekannt - über 80 % davon finden sich im SUR (FOURNET und JUNIEN, 2003). KATP-
Kanäle der pankreatischen B-Zelle bestimmen über ihre Offenwahrscheinlichkeit maßgeblich 
das Ruhemembranpotential und fungieren als regulatorische Einheit zwischen Glucose-
induzierten metabolischen Änderungen und der elektrischen Aktivität der B-Zelle (COOK et al., 
1988; MISLER et al., 1992; KOSTER et al., 2000; SEINO et al., 2000). Während in der ruhenden 
Zelle bei nicht-stimulatorischer Glucose-Konzentration von 3 mM etwa 6 - 8 % der KATP-
Kanäle geöffnet sind, wird bei hyperglykämischer Situation (6 mM Glucose) der Anteil offener 
Kanäle auf unter 2 - 3 % reduziert, wodurch das Schwellenpotential zur Aktivierung 
spannungsabhängiger Calcium-Kanäle erreicht wird (COOK et al., 1988; SCHWANSTECHER et 
al., 1992a). Ein resultierender Anstieg der cytosolischen Ca2+-Konzentration induziert die 
Freisetzung von Insulin (HENQUIN, 1987; Abb. 1). Die Substrat-induzierte Hemmung des 
KATP-Kanals beruht vermutlich letztlich auf der Abnahme der Konzentration von 





 Defekte im KATP-Kanal der B-Zelle (Substitutionen, Insertionen oder Deletionen in 
SUR1 und KIR6.2) sind nach Insulinomen die häufigste bekannte Ursache für HI 
(DUNNE et al., 2004). Für einige der Mutationen wurde gezeigt, dass sie zu Reduktion oder 
Verlust der Proteinexpression, fehlerhafter Protein-Faltung einer der Untereinheiten des Kanals 
oder zu einer veränderten strukturellen Zusammensetzung des KATP-Kanals führen. Zelluläre 
Transportdefekte, Dysfunktion der Regulation durch Nukleotide und dadurch bedingte 
veränderte Offenwahrscheinlichkeit des ATP-sensitiven Kalium-Kanals sind weitere Ursachen 
für die Entstehung des HI. Für eine Vielzahl der Gendefekte in ABCC8 (SUR1) und KCNJ11 
(KIR6.2), die mit HI assoziiert sind, blieb die molekulare Ursache für die Störung der 
Kanalfunktion bislang jedoch ungeklärt (NESTOROWICZ et al., 1998; FOURNET et al., 2001; 




Abb. 1 Kontrolle der Insulinsekretion pankrea-
tischer B-Zellen - physiologische Situation und 
Zustand bei HI-KATP (Abb. nach SHEPHERD et al., 
2000). A, B Ein Anstieg des Verhältnisses der 
cytosolischen Konzentrationen von ATP und 
ADP führt durch Reduktion der Offenwahr-
scheinlichkeit des KATP-Kanals zu Depolarisation 
des Potentials der Plasmamembran, das in Ruhe 
etwa - 70 mV beträgt und zur Öffnung 
spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle. Eine Er-
höhung der cytosolischen Ca2+-Konzentration 
geht mit Induktion der Insulinsekretion einher 
(SCHWANSTECHER et al., 1994). Das [ATP]/ 
[ADP]-Verhältnis steigt mit der Plasma-
konzentration an Glucose bzw. mit dem 
intrazellulären Glucosemetabolismus. C Zahl-
reiche HI-Mutationen in SUR1 und KIR6.2 
führen zu einer von der Glucosekonzentration 
entkoppelt gesteigerten Insulinsekretion. Einige 
der Mutationen induzieren einen vollständigen 
Verlust der KATP-Kanal-Aktivität, andere 
erzeugen eine reduzierte Empfindlichkeit gegen-
über physiologischen KATP-Kanal-Öffnern wie 
z.B. MgADP (NICHOLS et al., 1996). Eine 
Reduktion der Offenwahrscheinlichkeit von 
KATP-Kanälen auch in Abwesenheit einer 
stimulatorischen Glucosekonzentration führt zu 
dauerhafter Membrandepolarisation auf ca. 
- 40 mV, gefolgt von verstärktem Ca2+-Einstrom 
und dereguliert gesteigerter Insulinsekretion 





1.4 Assoziation des Hyperinsulinismus mit Veränderungen des Metabolismus in 
der B-Zelle des Pankreas 
Andere Formen des HI präsentieren im Vergleich zu HI-KATP eine deutlich mildere Sympto-
matik. Diese ist auf metabolische Änderungen der pankreatischen B-Zelle zurückzuführen. 
Hyperinsulinämisch induzierte Hypoglykämien sind deutlich seltener und oftmals nur 
postprandial apparent. Im Gegensatz zur kongenitalen Hyperinsulinämie des Kleinkindalters 
können hypoglykämische Episoden dieser HI-Formen erstmalig auch im späteren Kindes- bzw. 
Erwachsenenalter auftreten. In diesen Fällen ist die Erkrankung nicht mit Anormalitäten in den 
Genen ABCC8 und KCNJ11 assoziiert. Bisher wurden HI-Mutationen in drei weiteren Genen 
beschrieben: 10q23.3 (Glutamat-Dehydrogenase), 7p15-p13 (Glucokinase) und 4q22-q26 
(3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase) - jedes davon ist an der Glucose-Homöostase beteiligt 
(GLASER et al., 1998; STANLEY et al., 1998; SERVICE et al., 1999). Davon abzugrenzen ist eine 
weitere Form des Hyperinsulinismus, die nach moderater körperlicher Belastung zu Tage tritt 
(exercise-induced hypogylcaemic hyperinsulinism; MEISSNER et al., 2001; OTONKOSKI et al., 
2003). 
 
1.4.1 HI-GDH - Anormalitäten der Glutamat-Dehydrogenase und Hyper-
insulinismus 
Die Glutamat-Dehydrogenase (GDH) katalysiert durch oxidative Desaminierung die Umwand-
lung von Glutamat zu 2-Oxo-Glutarat (2-OG). Dabei wird Ammoniak bzw. ein Ammonium-
Ion freigesetzt und die Reduktionsäquivalente werden auf das Coenzym NAD+ übertragen. 
GDH bildet somit ein koppelndes Glied des Aminosäure-Metabolismus zum ATP-Haushalt der 
Zelle, da sowohl 2-Oxo-Glutarat, das anaplerotisch den Citrat-Zyklus speist, als auch 
NADH/H+ durch oxidative Phosphorylierung zur ATP-Bildung beiträgt (Abb. 2). Während die 
Aktivität der GDH durch Leucin und ADP verstärkt wird, agiert GTP als allosterischer 
Inhibitor. Zahlreiche Mutationen in GLUD1 - dem Gen der GDH - führen zu einer Aktivitäts-
erhöhung des Enzyms, z.B. durch Defekte in der GTP-bindenden Domäne des GDH 
(MACMULLEN et al., 2001; FANG et al., 2002). Die verstärkte Aktivität resultiert in erhöhter 
Produktion von 2-Oxo-Glutarat und NH4+ bei gleichzeitiger Reduktion der Glutamat-
Konzentration. Da Glutamat als essentielles Substrat für die Bildung von N-Acetyl-Glutamat 
(NAG) – einem allosterischen Stimulus des hepatischen Harnstoff-Zyklus – fungiert, resultiert 
eine Inhibierung des Harnstoff-Zyklus, was zu erhöhten Ammoniak-Spiegeln im Blut führt. 





und NH4+. Nachfolgende Reaktionen führen letztlich zur Synthese von Harnstoff. Patienten mit 
aktivitätserhöhenden Mutationen der mitochondrialen GDH (HI-GDH) zeigen zusätzlich zur 
Hyperinsulinämie bis zu drei- bis fünffach erhöhte Plasmakonzentrationen an NH4+ (STANLEY 
et al., 1998), weshalb diese Form des HI auch als hyperinsulinämisch-hyperammoniakalisches 
Syndrom bezeichnet wird (KELLY und STANLEY, 2001). 
 
 
Abb. 2 Mutationen in der Glutamat-Dehydrogenase (GDH) sind mit HI assoziiert. Die GDH 
katalysiert die Desaminierung des aus dem Aminosäure (AS) - Metabolismus entstehenden 
Glutamats (Glu) zu 2-Oxo-Glutarat (2-OG). Coenzym dieser Reaktion ist NAD+, das zu 
NADH/H+ reduziert wird. Sowohl 2-OG, das den Citrat-Zyklus speist, als auch NADH/H+, das 
oxidativ phosphoryliert wird, führt über einen Anstieg des Verhältnisses der cytosolischen 
Konzentrationen von ATP zu ADP zu 
Reduktion der Offenwahrscheinlich-
keit des KATP-Kanals und Depola-
risation der Plasmamembran. Folge ist 
eine Erhöhung der Offenwahrschein-
lichkeit spannungsabhängiger Ca2+-
Kanäle, ein Anstieg der cytosolischen 
Konzentration an Ca2+ und Induktion 
der Insulinsekretion (siehe auch Abb. 
1 B). Aktivitätserhöhende Mutationen 
(MACMULLEN et al., 2001; FANG et 
al., 2002) der GDH induzieren über 






1.4.2 HI-GK - Anormalitäten der Glucokinase und Hyperinsulinismus 
Glucose wird durch einen insulinunabhängigen Transporter GLUT2 in die pankreatische 
B-Zelle befördert. Dort katalysiert die Glucokinase (GK) als geschwindigkeitsbestimmendes 
Enzym die Initialreaktion der Glycolyse: Die Phosphorylierung von Glucose zu Glucose-6-
Phosphat unter Umsetzung von ATP zu ADP. Weiterführende Reaktionen münden in der 
Bildung von ATP und Pyruvat bzw. über oxidative Decarboxylierung in Acetyl-CoA, das über 
den Citratzyklus maßgeblich zur ATP-Bildung beiträgt (Abb. 3). Durch Anhebung des 
cytosolischen Verhältnisses von ATP zu ADP wird die Insulinsekretion stimuliert. Zahlreiche 
Mutationen der GK, die zu einer Reduktion der Aktivität des Enzyms führen, konnten mit 
Hyperglykämien und Diabetes mellitus Typ II assoziiert werden (PILKIS et al., 1994; VELHO et 
al., 1997). Eine Reduktion der GK-Aktivität, die den Fluss der Glycolyse mindert, erniedrigt 





Hyperpolarisation der Plasmamembran pankreatischer B-Zellen und Reduktion der 
Insulinsekretion.  
Andererseits konnten Mutationen der GK z.B. V408M, V455M (GLASER et al., 1998) 
und A456V (CHRISTESEN et al., 2002) bei HI-Patienten detektiert werden (HI-GK), die eine 
deutlich erhöhte Affinität der GK zu Glucose zur Folge haben. Eine Steigerung der Glycolyse-
Aktivität induziert in Bezug auf die Glucose-Konzentration erhöhte ATP-Spiegel, die mit 





Abb. 3 Mutationen in der Glucokinase 
(GK) sind mit HI assoziiert. Die 
Glucokinase katalysiert die Phosphory-
lierung von Glucose zu Glucose-6-
Phosphat (Glucose-6-P). ATP wird 
dabei zu ADP umgesetzt. Die Initial-
reaktion der Glycolyse fungiert als 
geschwindigkeitsbegrenzender Faktor, 
da die Aktivität der GK mit der 
Glucose-Konzentration variiert. Nach-
folgende Reaktionen erhöhen das 
ATP / ADP-Verhältnis und induzieren 
letztlich die Insulinsekretion. Aktivi-
tätssteigernde Mutationen (GLASER et 
al., 1998; CHRISTESEN et al., 2002) der 
GK führen zu einer von der 
metabolischen Kontrolle der Glucose-





1.4.3 HI-SCHAD - Anormalitäten der Kurzketten-L-3-Hydroxyacyl-CoA-Dehy-
drogenase und Hyperinsulinismus 
Freie Fettsäuren sind durch β-Oxidation von Acyl-CoA-Einheiten die Hauptenergiequelle 
unstimulierter B-Zellen des Pankreas (PRENTKI et al., 1997; DEENEY et al., 2000). Ein wesent-
licher Schritt dieser mitochondrialen Energiegewinnung ist die sukzessive Abspaltung von 
Acetyl-CoA-Einheiten, die im Citrat-Zyklus und der Atmungskette weiter metabolisiert 
werden und zur ATP-Gewinnung der Zelle beitragen. Ein Teilschritt des oxidativen Reaktions-
zyklus ist die NAD+-abhängige Oxidation β-ständiger Hydroxyl-Gruppen aktivierter 





genase. Seltene Mutationen wie z.B. die Substitution C773T eines Subtyps der Dehydrogenase, 
der sog. Kurzketten-L-3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase (Short-chain-L-3-hydroxy-acyl-
CoA-dehydrogenase; SCHAD), führen zu reduzierter Aktivität des Enzyms (BENNETT et al., 
1996). Ein resultierender Anstieg der Konzentrationen an langkettigen Acyl-CoA-Resten, L-3-
Hydroxy-butyryl-CoA und dadurch bedingte Blockade des Carnitin-Carrier-Systems (durch 
Inhibierung der Carnitin-O-Palmitoyl-transferase) bzw. Einfluss der Metaboliten auf die 
Exocytose des Insulins sind mögliche Erklärungen für die Hyperinsulinämie durch Gendefekte 
in SCHAD (CLAYTON et al., 2001). 
 
1.4.4 HI-EI - Hyperinsulinismus nach körperlicher Belastung (exercise-induced) 
Seltene Fälle von HI wurden auch bei Patienten nach körperlicher Belastung beobachtet 
(exercise-induced hyperinsulinism, HI-EI). Trotz Normwerten von Nüchtern- und Glucose-
induzierter Insulinsekretion, zeigten die Patienten milden Hyperinsulinismus nach moderater 
körperlicher Betätigung bzw. eine stark erhöhte Insulinsekretion mit symptomatischer Hypo-
glykämie nach anaerober sportlicher Belastung (MEISSNER et al., 2001). Diese Beobachtungen 
wurden von OTONKOSKI und Mitarbeitern mit einer erhöhten Sensitivität der B-Zelle auf 
anaerobe muskuläre Metaboliten wie Pyruvat und Lactat bzw. mit Anormalitäten des Pyruvat-
Transportes oder -Metabolismus in Insulin-produzierenden Zellen assoziiert (OTONKOSKI et al., 
2003). 
 
1.5 Optionen zur Therapie des HI 
Die Art der Therapiemaßnahmen richtet sich zum einen nach dem Schweregrad des 
Hyperinsulinismus bzw. der Hypoglykämie, zum anderen ist die Kenntnis über die HI-Form 
und des zugrundeliegenden Defekts essentiell für den therapeutischen Erfolg. Als Folge der 
durch den erhöhten Insulinspiegel gehemmten Lipolyse werden hyperinsulinämische Hypo-
glykämien zusätzlich von einer Hypoketonämie begleitet. Dem Gehirn fehlt also sowohl das 
Primärsubstrat Glucose, als auch Ketonkörper als alternative Energiequelle (KALHAN et 
al., 1977). Erstes Behandlungsziel des neonatalen HI ist daher die Vermeidung bleibender 
neurologischer Schäden durch rasche und sichere Beseitigung von Hypoglykämien mit 
Stabilisierung des Blutzuckerspiegels bei mindestens 45 mg / dl (> 2,5 mmol / l; KANE et al., 
1997). Eine Sofortmaßnahme ist die intravenöse Infusion von Glucose bis zu ca. 
20 mg / kg / min und orale Gaben von Glucosepolymeren (z.B. Maltodextrinen) per Magen-





Normoglykämie zu erreichen, nicht zuletzt daher, weil die B-Zelle ihre Insulinsekretion 
Glucose-gesteuert reguliert und somit Glucose-induzierte hypoglykämische Vorfälle provoziert 
werden können (STRAUB et al., 2001). Weitere Therapiemöglichkeiten sind der Einsatz von 
Glucagon, Somatostatin bzw. analoger Verbindungen, KCOs wie z.B. Diazoxid und Analoga, 
Calcium-Kanal-Öffner wie z.B. Nifedipin und chirurgische Maßnahmen mit partieller oder 
subtotaler Resektion des Pankreas (AGUILAR-BRYAN und BRYAN, 1999). 
 
1.5.1 Glucagon zur Therapie des HI 
Das endogene Peptid Glucagon aus der A-Zelle des Pankreas induziert die Mobilisierung von 
freien Fettsäuren und Glucose durch Stimulation Glucagon-sensitiver Lipasen bzw. In-
aktivierung der Glycogensynthese bei gleichzeitiger Steigerung der Glycogenolyse und 
Gluconeogenese. Bei intramuskulärer Applikation oder intravenöser Infusion des Hormons 
zwischen 5 und 10 µg / kg / Stunde können hepatische Glycogenreserven rasch mobilisiert 
werden. Da Glucagon jedoch ein potentes Sekretagog für Insulin darstellt, folgt einem 
initialem Anstieg der Plasmakonzentration an Glucose eine sekundäre Hyperinsulinämie, die in 
erneuter Hypoglykämie münden kann (AYNSLEY-GREEN et al., 2000). Aus diesem Grund ist 
der Einsatz des Peptids zur Regulation der Glucosekonzentration neben der Indikation als rasch 
wirksames Notfallmedikament v.a. in Verbindung mit Inhibitoren der Insulinsekretion 
sinnvoll. 
 
1.5.2 Somatostatin und Analoga zur Therapie des HI 
Somatostatin und das synthetische Analogon Octreotid mit höherer Aktivität und längerer 
Halbwertszeit sind potente und häufig verwendete Therapeutika zur Normalisierung des 
Blutzuckerspiegels. Diese Pharmaka, die entweder intramuskulär oder intravenös als Bolus 
bzw. in einer kontinuierlichen Infusion in einer Dosierung von 1 bis 10 µg / kg / Tag 
verabreicht werden, können sowohl in der Kurzzeit- als auch Langzeittherapie zum Einsatz 
kommen. Somatostatin und Analoga reduzieren die Insulinsekretion durch multifaktorielle 
Beeinflussung der B-Zell-Funktion (NILSSON et al., 1989). Vermutlich werden diverse 
K+-Kanäle aktiviert (KATP-, G-Protein-gekoppelte einwärts gleichrichtende (inward rectifiers), 
verzögert aktivierende (delayed rectifiers), Ca2+- und spannungsabhängige Kalium-Kanäle), 
was zu Somatostatin-induzierter Hyperpolarisation der Plasmamembran und somit zu 





Darüber hinaus werden spannungsabhängige Ca2+-Kanäle direkt und unabhängig vom 
Membranpotential bzw. Mechanismen distal des Ca2+-Einstroms und Exocytose-Ereignisse 
beeinflusst (ULLRICH et al., 1990; HSU et al., 1991; MALM et al., 1993; RIBALET und 
EDDLESTONE, 1995; SMITH et al., 2001). 
Die Vielzahl der Angriffspunkte lässt sich einerseits mit den zahlreichen Subtypen des 
Somatostatin-Rezeptors (SSTR) SSTR1-5 und Splice-Varianten begründen, andererseits sind 
die molekularen Mechanismen der elektrophysiologischen Ereignisse bis heute noch nicht 
vollständig geklärt (BRUNO et al., 1992; PATEL et al., 1994). Durch die Expression der SSTRs 
in unterschiedlichen Geweben ergeben sich vielfältige unerwünschte Wirkungen wie z.B. die 
Suppression der endokrinen Sekretion verschiedener Hormone. 
 
1.5.3 KCOs zur Therapie des HI 
Während Sulfonylharnstoffe (SUs) die Insulinfreisetzung aus der B-Zelle durch Hemmung der 
Offenwahrscheinlichkeit ATP-sensitiver Kaliumkanäle, gefolgt von Depolarisation der 
Plasmamembran und Ca2+-Einstrom induzieren (DEAN und MATTHEWS, 1968; MATTHEWS, 
1985; HENQUIN, 1987), aktivieren Kalium-Kanal-Öffner (KCOs) KATP-Kanäle, erhöhen den 
K+-Efflux und erzeugen damit eine Hyperpolarisation der Membran. Die resultierende 
verringerte Aktivierung spannungsabhängiger L-Typ-Ca2+-Kanäle und eine Reduktion der 
elektrischen Aktivität münden in einer Hemmung der pankreatischen Insulinsekretion (COOK 




Abb. 4 KCOs und CKAs unter-
drücken die Insulinsekretion. KCOs 
wie Diazoxid erhöhen die 
Offenwahrscheinlichkeit des KATP-
Kanals und steigern den K+-Efflux. 
Folge ist eine Hyperpolarisation des 
Membranpotentials und verminderte 
Aktivierung spannungsabhängiger  
L-Typ-Ca2+-Kanäle. Diese können 
auch direkt durch Calcium-Kanal-
Antagonisten (CKAs) wie Nifedipin 
blockiert werden. Die daraus folgen-
de reduzierte cytosolische Ca2+-Kon-
zentration vermindert die Insulin-
sekretion (für weitere Details: siehe 





Schon Anfang der 60er Jahre wurde die hyperglykämische Wirkung des synthetischen KCOs 
Diazoxid erkannt (DOLLEROY et al., 1962), die mit einer Hemmung der Insulinsekretion in den 
B-Zellen des Pankreas einhergeht (LEVIN et al., 1975). In oraler Applikationsform stellt 
Diazoxid in einer Dosierung zwischen 5 und 20 mg / kg / Tag bis heute ein wichtiges 
Behandlungsprinzip zur Therapie der hyperinsulinämischen Hypoglykämie dar (GRANT et al., 
1986; DE LONLAY et al., 2002). In der für die Reduktion der Insulinsekretion wirksamen Dosis 
werden jedoch ebenfalls ATP-sensitive Kalium-Kanäle im Herzen und insbesondere im 
vaskulären System aktiviert. Hieraus ergibt sich eine Reihe von unerwünschten Wirkungen wie 
z.B. eine Verkürzung der kardialen Aktionspotentialdauer und damit Erhöhung des 
arrhythmogenen Potentials bzw. die Dilatation der glatten Muskulatur arterieller Blutgefäße 
und darausfolgender Tendenz zur Hypotonie (STANDEN et al., 1989). Weitere Neben-
wirkungen, die den Einsatz von Diazoxid zur Therapie der Hypoglykämie limitieren, sind die 
Retention von Na+ und Wasser, Hyperurikämie, Thrombocytopenie, Leukopenie und eine 
erhöhte Infektionsanfälligkeit durch Reduktion des Serum-Levels an Immunglobulin G 
(TOUATI et al., 1998; AYNSLEY-GREEN et al., 2000; DE LONLAY et al., 2002). 
Strukturelle Weiterentwicklungen des Diazoxids führten zu einigen bisher nur 
experimentell zugelassenen Analoga wie z.B. BPDZ 44 (3-Alkylamino-4H-Pyrido[4,3-e]-
1,2,4-Thiadiazin-1,1-Dioxid; KHELILI et al., 1999), BPDZ 73 (3-Alkylamino-4H-1,2,4-
Benzothiadiazin-1,1-Dioxid; BOVERIE et al., 2001) und BPDZ 154 (6,7-Dichloro-3-
Isopropylamino-4H-1,2,4-Benzothiadiazin-1,1-Dioxid; COSGROVE et al., 2002). Diese Ver-
bindungen zeigen bei gleichzeitiger Reduktion der unerwünschten Arzneimittelwirkungen eine 
erhöhte Potenz zur Unterdrückung der Glucose-stimulierten Insulinsekretion und weisen eine 
z.T. deutlich verbesserte Selektivität für den KATP-Kanal der B-Zelle auf (BECKER et al., 2001; 
LAWSON und DUNNE, 2001; COSGROVE et al., 2002). 
 
1.5.4 CKAs zur Therapie des HI 
Üblicherweise werden Calcium-Kanal-Antagonisten (CKAs) zur Therapie und Prophylaxe der 
Angina pectoris und der essentiellen Hypertonie eingesetzt. Die blockierende Wirkung auf die 
L-Typ-Ca2+-Kanäle z.B. in der glatten Gefäßmuskulatur und im Herzen machen CKAs zu 
wertvollen Therapeutika, die je nach chemischer Struktur und Wirkungsprofil in drei Stoff-
gruppen klassifiziert werden können. Zur Therapie des HI jedoch ist nur die Gruppe der 
Dihydropyridine und insbesondere Nifedipin in oralen Dosen von 0,25 bis 2,5 mg / kg / Tag 





Über eine Reduktion des Ca2+-Einstroms in die pankreatische B-Zelle wird die 
Insulinsekretion verringert und die hypoglykämische Stoffwechsellage normalisiert (Abb. 4; 
LINDLEY et al., 1996). Die wichtigste unerwünschte Wirkung, das Auftreten einer arteriellen 
Hypotonie, die zu konsequenter Überwachung der Blutdruck-Werte zwingt und ein stark 
variierendes Ansprechen der Patienten auf die Therapie mit Nifedipin begrenzen den Einsatz 
des Arzneimittels zur Behandlung der Hypoglykämie. 
 
1.5.5 Pankreasteilresektion zur Therapie des HI 
Bei Versagen diätetischer und medikamentöser Therapieversuche ist eine operative Pankreas-
teilresektion indiziert, wobei eine histologisch-morphologische präoperative Klassifikation der 
vorliegenden Erkrankungsform (fokal oder diffus) dringend erforderlich ist. Während bei der 
fokalen adenomatösen Form des HI (FoHI) nach Lokalisierung der Läsionen nur Teilbereiche 
des Pankreas entfernt werden müssen, um Normoglykämie zu erreichen, wird bei der diffusen 
Form des HI (DiHI) eine subtotale Pankreasresektion mit im Mittel 95%iger Ektomie vor-
genommen (DE LONLAY et al., 2002). Diese Resektion führt in nahezu allen Fällen zu 
chronischen gastrointestinalen Beschwerden und ist mit einem hohen Risiko (etwa 75 - 85 %) 
der Entwicklung eines insulinpflichtigen Diabetes mellitus in der Pubertät verbunden 
(LEIBOWITZ et al., 1995; SHILYANSKY et al., 1997). Der sichere präoperative Ausschluss einer 
fokalen adenomatösen Erkrankungsform vor dem chirurgischen Eingriff ist daher von 
essentieller Bedeutung. 
 
1.6 ATP-sensitive Kalium-Kanäle 
ATP-sensitive Kalium-Kanäle (KATP-Kanäle) sind Heteromultimere aus einer α-Untereinheit: 
einem einwärts-gleichrichtenden Kalium-Kanal (KIR6.1 oder KIR6.2; s.a. 1.7) und einer 
β-Untereinheit: dem Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR1, SUR2A oder SUR2B; s.a. 1.8). Durch 
Koexpression der α- und β-Untereinheiten - und damit Kuvrierung von Retentionssignalen 
(ZERANGUE et al., 1999) - bildet sich ein funktionsfähiger KATP-Kanal tetradimerer Struktur 
(Abb. 5; AGUILAR-BRYAN et al., 1995; INAGAKI et al., 1995a, 1996; ISOMOTO et al., 1996; 
CLEMENT et al., 1997; AGUILAR-BRYAN et al., 1998), dessen regulatorische SUR-Unter-
einheiten die porenbildenden KIR-Untereinheiten in einer 4 : 4 - Stöchiometrie (SURx/KIR6.y)4 





















Abb. 5 Schematische Darstellung der Struktur 
ATP-sensitiver Kalium-Kanäle. Jeweils vier α-
Untereinheiten KIR6.y und vier β-Untereinheiten 
SURx bilden einen funktionstüchtigen KATP-
Kanal von tetradimerer Struktur (SURx/KIR6.y)4. 
Dabei ist die Kalium-Kanal bildende Pore von 
regulatorischen SUR-Untereinheiten umgeben 






1.7 Die porenbildende Untereinheit des ATP-sensitiven Kalium-Kanals: KIR6.y 
Innerhalb der einwärts-gleichrichtenden Kalium-Kanäle (KIR; inward rectifiers) wurden bislang 
sieben Unterfamilien (NICHOLS und LOPATIN, 1997; DÖRING et al., 1998) identifiziert und 
einer einheitlichen Nomenklatur folgend in KIR1 bis KIR7 eingeteilt (CHANDY und GUTMAN, 
1993; DOUPNIK et al., 1995). Aus dieser Familie konnten die humanen Isoformen des KIR6.1 
und KIR6.2 im Jahre 1995 identifiziert und isoliert werden. Während sich das Gen des humanen 
KIR6.1 ebenso wie jenes des SUR2 auf Chromosom 12 befindet, ist KIR6.2 in unmittelbarer 
Nähe zu SUR1 auf Chromosom 11 lokalisiert (INAGAKI et al., 1995a, 1995b, AGUILAR-BRYAN 
et al., 1998; BABENKO et al., 1998).  
Die Proteine KIR6.1 bzw. KIR6.2 mit 424 bzw. 390 Aminosäuren bestehen aus jeweils 
zwei transmembranären Domänen (M1 und M2) und einer diese Domänen verbindenden 
Schleife, der sog. P-loop (Abb. 6). Innerhalb dieser Schleife vermittelt die Abfolge dreier 
Aminosäuren: Glycin-Phenylalanin-Glycin (GFG-Motiv) in Pos. 142 - 144 (für KIR6.1) bzw. 
Pos. 132 - 134 (für KIR6.2) die Selektivität für Kalium-Ionen (MACKINNON, 1995). Sowohl das 
amino-terminale Ende als auch der C-Terminus des KIR befindet sich auf der cyto-
plasmatischen Seite der Membran. Jeweils vier KIR-Untereinheiten lagern sich wahrscheinlich 
so zusammen, dass die M2-Domänen das Innere der Pore des KATP-Kanalkomplexes bilden 
und somit die K+-Leitfähigkeit gewährleisten. 
Die Bindungsstelle für inhibitorische Nukleotide wie z.B. ATP ist auf der Kanal-
bildenden KIR-Untereinheit lokalisiert (SHYNG et al., 1997; TUCKER et al., 1997; DRAIN et al., 
1998) - die Empfindlichkeit gegenüber SUs, KCOs und Nukleosiddiphosphaten (NDPs) 












Abb. 6 Transmembranäre Topologie des KIR6.1 
und KIR6.2. Zwei transmembranäre Domänen 
(M1 und M2) sind über eine Aminosäureschleife 
(P-loop; P) verbunden. Das sog. GFG-Motiv 
innerhalb dieser Region ist kritisch für die 
Ionen-Selektivität der Kalium-Kanal bildenden 
Pore (MACKINNON, 1995). Sowohl das amino-
terminale Ende (NH2) als auch der Carboxy-
Terminus (COOH) der α-Untereinheit ist 
intrazellulär (IZ) lokalisiert (ZM = Zellmem-





1.8 Die regulatorische Untereinheit des ATP-sensitiven Kalium-Kanals: SURx 
1.8.1 Nachweis in Geweben 
Hochaffine Bindungsstellen für SUs wurden erstmals in Insulinomen, insulinsezernierenden 
Zelllinien und Pankreasinseln nachgewiesen (GEISEN et al., 1985; AGUILAR-BRYAN et al., 
1998). Durch die Korrelation zwischen der Blockade von ATP-sensitiven Kalium-Kanälen und 
der Insulinfreisetzung durch SUs bzw. über Bindungsexperimente an Membranpräparationen 
wurde gefolgert, dass die hochaffine Bindungsstelle für SUs dem SUR entsprach (SCHMID-
ANTOMARCHI et al., 1987; GAINES et al., 1988; SCHWANSTECHER, 1994). Ferner konnten 
hochaffine Bindungsstellen für SUs auch in Zellmembranen aus Gehirn (KAUBISCH et al., 
1982; ASHCROFT und ASHCROFT, 1992; GOPALAKRISHNAN et al., 1993), Herzmuskeln (FOSSET 
et al., 1988), glatter Muskulatur (KOVACS und NELSON, 1991; GOPALAKRISHNAN et al., 1991; 
ZINI et al., 1991) und Skelettmuskulatur (GOPALAKRISHNAN et al., 1991) nachgewiesen 
werden. 
 Die Isoformen des SUR wurden in den Jahren 1995 bis 1996 kloniert. Dabei gelang es 
zunächst die für SUs hochaffine Form: SUR1 (AGUILAR-BRYAN et al., 1995) und wenig später 
zwei für SUs niederaffine Isoformen: SUR2A und SUR2B (INAGAKI et al., 1996; ISOMOTO et 
al., 1996) zu detektieren. Das Gen des humanen SUR1 ist auf dem kurzen Arm des Chromo-
soms 11 (11p15.1) lokalisiert (THOMAS et al., 1995; AGUILAR-BRYAN et al., 1998) und das der 
SUR2-Varianten auf Chromosom 12 (12p11.12), wobei SUR2A und SUR2B „splice“-
Produkte eines Gens darstellen und sich lediglich in den letzten 42 C-terminalen Aminosäuren 





SUR1 und KIR6.2 rekonstituieren die KATP-Kanäle pankreatischer B-Zellen und von 
Neuronen (INAGAKI et al., 1995a; SCHWANSTECHER und BASSEN, 1997). Während 
SUR2A/KIR6.2-Kanäle wahrscheinlich die KATP-Kanäle des Herzens und der Skelett-
muskulatur (INAGAKI et al., 1996; BABENKO et al., 1998; OKUYAMA et al., 1998) bilden, 
repräsentieren SUR2B und KIR6.1 vermutlich die KATP-Kanäle der glatten Muskulatur 
(INAGAKI et al., 1996; ISOMOTO et al., 1996; YAMADA et al., 1997; SEINO, 2003). 
 
1.8.2 SURs sind ABC-Proteine 
SURs sind wie das MDR (Multidrug Resistance Protein; P-Glycoprotein, Pgp) oder der CFTR-
Chlorid-Ionenkanal (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) Mitglieder der 
Familie der ATP-bindenden Kassettenproteine (ABC-Proteine; ATP binding casette; HIGGINS, 
1992; 1995; HOLLAND und BLIGHT, 1999), die eine der größten Proteinfamilien und vermutlich 
die größte Gruppe von Proteinen für den selektiven Transport von Substanzen durch 
Biomembranen repräsentieren (YOUNG und HOLLAND, 1999). Alle Mitglieder dieser Familie 
besitzen eine gemeinsame Grundstruktur. Eine dieser Struktureinheiten besteht aus zwei 
Kerndomänen: einer hydrophoben transmembranären Domäne (TMD) und einer cyto-
plasmatisch lokalisierten Untereinheit - der Nukleotid-bindenden Domäne (NBF, nucleotide 
binding fold). Die Organisation typischer funktionsfähiger ABC-Proteine beruht auf zwei 
dieser Basiseinheiten mit insgesamt also jeweils zwei TMDs und zwei NBFs. 
Die beiden NBFs befinden sich auf der cytosolischen Seite der Plasmamembran und 
koppeln bei zahlreichen Vertretern der Gruppe die Hydrolyse von ATP an den Substanz-
transport (MIMMACK et al., 1989; HIGGINS, 1992; 1995). Charakteristisch für die NBFs sind 
sowohl die beiden Walker Motive, Walker A und Walker B, die als Bestandteile der 
Nukleotid-bindenden Tasche an der Stabilisierung des ATP und des Mg2+-Ions beteiligt sind 
(4.2; WALKER et al., 1982; SARASTE et al., 1990), als auch die sog. Linker Region, die 
vermutlich an der Übertragung der Konformationsänderung nach erfolgter ATP-Bindung 
und / oder Hydrolyse in den NBFs auf andere Teile des Proteins beteiligt ist (SHYAMALA et al., 
1991; MIMURA et al., 1991). 
1997 wurde für die SUR1-Isoform des SUR in Anlehnung an den charakteristischen 
Aufbau anderer ABC-Transporter eine Topologie mit extrazellulärem Amino-Terminus und 
fünf (für TMD0) bzw. sechs (für TMDI) transmembranären Segmenten vor NBF1 und 
weiteren sechs (TMDII) zwischen NBF1 und der NBF2 postuliert (TUSNADY et al., 1997) - 





1992) von zwei membranären Regionen mit je sechs membranspannenden Segmenten (TMDI 
und TMDII) ausgeht und eine weitere N-terminale TMD (TMD0) besitzt. Beide NBFs als auch 
der Carboxy-Terminus sind dabei intrazellulär lokalisiert (Abb. 7). Dieses Modell konnte in-
zwischen mit nur geringfügiger Modifikation durch Hydrophobizitäts-Plots und Markierungen 
nativer Glykosilierungssites verifiziert werden (RAAB-GRAHAM, 1999; CONTI et al., 2001). 
Aufgrund der strukturellen Homologie, ähnlichen Eigenschaften und Hydrophobizitäts-
Mustern besitzen die SUR2-Isoformen höchstwahrscheinlich eine identische Topologie (CONTI 




















Abb. 7 Transmembranäre Topologie des SUR. Der humane SUR1 umfasst 1582, die SUR2-
Varianten jeweils 1545 Aminosäuren. Die membranäre Organisation gliedert sich je in 3 
transmembranäre Domänenabschnitte - mit TMD0, welche die membranspannenden Segmente 
1 bis 5, TMDI die Segmente 6 bis 11 und TMDII die Segmente 12 bis 17 umfasst (CONTI et al., 
2001). Während der N-Terminus extrazellulär (EZ) lokalisiert ist, finden sich der C-Terminus 
und die NBFs intrazellulär (IZ). Die für ABC-Transporter charakteristischen Motive beider 
NBFs: Walker A (GX4GKS/T), Walker B (R/KX6-8LHyd4D) und die Linker-Region (LSGGX3 
RHydXHydA) sind in der Abbildung mit „A, B und L“ gekennzeichnet (X = beliebige AS, 
Hyd = AS mit hydrophobem Rest, ZM = Zellmembran; WALKER et al., 1982; SARASTE et al., 
1990; SHYAMALA et al., 1991; MIMURA et al., 1991). 
 
 
1.8.3 Bindungsstellen für SUs und KCOs in SURs 
KATP-Kanäle verschiedener Gewebe (1.8.1) zeigen charakteristische pharmakologische 
Eigenschaften. Dabei wird die Empfindlichkeit der Kanäle gegenüber Pharmaka über die 
regulatorische SUR-Untereinheit vermittelt. Während SUR1 eine hohe Affinität für die 
Bindung von Sulfonylharnstoffen (SUs; z.B. Glibenclamid) und eine deutlich niedrigere 





zeigen die SUR2-Isoformen eine hochaffine Bindung von KCOs und eine deutlich reduzierte 
Affinität für SUs (SIEVERDING, 1998a; DÖRSCHNER et al., 1999; SCHWANSTECHER et al., 1998). 
Die Offenwahrscheinlichkeit intakter KATP-Kanäle wird durch SUs reduziert und durch KCOs 
erhöht (s.a. 1.8.3.1 und 1.8.3.2). 
 
1.8.3.1 Lokalisation der Bindungsstelle für SUs 
Durch Interaktion von SUs mit ihrer hochaffinen Bindungsstelle auf dem SUR wird die 
Wirkung auf den ATP-sensitiven Kalium-Kanal vermittelt (1.6; STURGESS et al., 1985; TRUBE 
et al., 1986; ASHCROFT und RORSMAN, 1989; ASHFORD, 1990). Diese Bindungsstelle ist 
cytoplasmatisch lokalisiert (SCHWANSTECHER et al., 1994) und umfasst eine Region aus 114 
Aminosäuren innerhalb der TMDII (UHDE et al., 1999). Die Sulfonylharnstoff-bindende 
Region (Sulfonylurea binding region, SUBR) besteht aus der transmembranären Region 
(TMR) 14 und 15 mit dazwischenliegender extrazellulärer Schleife, sowie einem Teilbereich 
der intrazellulären Schleife vor Beginn der TMR14 und dem Bereich im Anschluss an die 
TMR15 bis TMR16 (Abb. 8; ASHFIELD et al., 1999; UHDE et al., 1999; TOMAN, 2001). 
Untersuchungen zur Stöchiometrie der Wirkung von SUs zeigten, dass das Besetzen einer der 
vier Bindungsstellen für SUs pro Kanalkomplex ausreichend ist, um SUR1/KIR6.2- bzw. 
SUR2/KIR6.2-Kanäle zu schließen (DÖRSCHNER et al., 1999). 
 
 
Abb. 8 Lokalisation der Bindungs-
stellen für SUs und KCOs. Innerhalb der 
TMDII wurden 3 Bereiche identifiziert, 
die kritisch sind für die Bindung von 
SUs (SUBR) und KCOs (KCOI und 
KCOII). Die SUBR (grau dargestellt) 
umfasst 114 Aminosäuren von Cystein 
in Pos. 1129 bis Threonin in Pos. 1242 
in SUR1 (UHDE et al., 1999; TOMAN, 
2001), die KCOI 28 Reste von Threonin 
in Pos. 1059 bis Leucin in Pos. 1087 
und die KCOII 102 Aminosäuren von 
Arginin in Pos. 1218 bis Asparagin in 
Pos. 1320 (jeweils in SUR2-
Nummerierung; UHDE et al., 1999; 
KCOI und KCOII sind schwarz 
dargestellt; EZ = extrazellulär; ZM = 





1.8.3.2 Lokalisation der Bindungsstelle für KCOs 
Ebenso wie für SUs gezeigt, ist die Rezeptorbindungsstelle für KCOs auf dem SUR lokalisiert 
(SCHWANSTECHER et al., 1998). Mit Hilfe gezielt konstruierter Chimären zwischen den 
Isoformen SUR1 und SUR2B konnten zwei Bereiche eingegrenzt werden, die essentiell sind 
für die Bindung von KCOs an den Rezeptor (UHDE et al., 1999). Diese Bindungsstellen 
innerhalb der TMDII, KCOI und KCOII, sind kritisch für die Ausbildung hoher KCO-
Affinität. KCOI besteht mit 28 Aminosäuren aus einem nur kleinen Teil der intrazellulären 
Schleife zwischen TMR 13 und TMR 14, während KCOII mit 102 Resten die TMR 16 und 17 
inkl. extrazellulärer Verbindung der TMRs und einen intrazellulären Teilbereich von TMR 17 
bis zum Beginn der NBF2 umfasst (Abb. 8; UHDE, 2001). Analog zur stöchiometrischen 
Situation bei den SUs ist zur Aktivierung des Kanals durch KCOs das Besetzen einer der vier 
möglichen Bindungsstellen pro Kanalkomplex ausreichend (GROSS et al., 1999). 
 
1.8.3.3 Die Bindungsstellen für KCOs und SUs sind negativ-allosterisch aneinander 
gekoppelt 
Frühere Untersuchungen ergaben, dass die Bindung von KCOs an den SUR eine Bindung 
und / oder Hydrolyse von ATP erfordert. Ähnlich regulatorischer GTPasen (WITTINGHOFER 
und PAI, 1991; ABEL et al., 1996) agiert der SUR dabei vermutlich als molekularer Schalter, 
der durch Hydrolyse von ATP in den NBFs aus seiner insensitiven in die sensitive 
Konformation geschaltet werden kann - ein Zustand, der empfindlich ist für die Bindung von 
KCOs (z.B. P1075, Pinacidil) und physiologischen NDPs (z.B. MgADP, MgGDP; 
SCHWANSTECHER et al., 1992c; 1998). Die Bindungsstellen für KCOs und SUs sind auf den 
physiologisch vorkommenden Isoformen der SURs negativ-allosterisch aneinander gekoppelt 
(SCHWANSTECHER und RIETZE, 1990; SCHWANSTECHER et al., 1991a; 1991b; 1992a; 1992b; 
1992d). Somit ist über allosterische Verdrängung der hochaffin-gebundenden Liganden eine 
indirekte Bestimmung der Affinitäten von Liganden möglich, die auf dem SUR eine nur 
niederaffine Bindung zeigen (SCHWANSTECHER et al., 1998; DÖRSCHNER et al., 1999). Durch 
Konstruktion von Chimären mit unterschiedlichen C-Termini und Untersuchung der 
Konstrukte auf die Kopplung der Bindungsstellen für SUs und KCOs konnte der C-Terminus 
als kritisch für die allosterische Interaktion erkannt werden (TOMAN, 2001). 
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2 Zielsetzung der Arbeit 
 
1. Mit Hilfe von Radioligandbindungsstudien sollten die funktionellen 
Konsequenzen von Mutationen in den NBFs des SUR2A untersucht werden. 
 
2. Mittels Analogieschluss sollten 3D-Modelle für die NBFs des SUR entwickelt 
werden. 
 
3. Diese Modelle sollten durch Mutationsanalysen experimentell getestet werden. 
 
4. Die Ergebnisse sollten dazu dienen, die derzeitigen Vorstellungen über die 
funktionelle Relevanz der NBFs zu prüfen und zu verbessern. 
 
5. Schließlich sollten die molekularen Mechanismen der allosterischen 
Interaktion zwischen den Bindungsstellen für SUs und KCOs durch 
Identifizierung beteiligter Protein-Regionen weiter charakterisiert werden. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Punktmutationen und chimäre Konstrukte 
3.1.1 Puffer und Lösungen 
A)  Primer für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Lyophilisierte Oligonukleotide einer Länge von ca. 25-40 Basen (Auftragssynthese, Fa. Roth, 
Karlsruhe) wurden nach Angabe des Syntheseprotokolls (Oligo-Datenblatt) mit 
autoklaviertem, bidestilliertem Wasser zu einer Konzentration von 1 µg/µl gelöst und bei 
-20 °C aufbewahrt. Aliquote dieser Lösungen wurden mit autoklaviertem, bidestilliertem 
Wasser auf eine Endkonzentration von 100 ng/µl verdünnt. 
 
B)  0,5 M EDTA (pH 8,0) 
93,1 g Ethylendiamintetraessigsäure Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA; Fa. Merck, Darmstadt) 
wurden in 400 ml bidestilliertem Wasser gelöst und mit 1 N NaOH auf einen pH-Wert von 8,0 
eingestellt. Nach Ergänzen mit bidestilliertem Wasser auf ein Volumen von 500 ml wurde die 
Lösung autoklaviert. 
 
C)  TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA) 
242 g 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris; Fa. Roth, Karlsruhe) wurden mit 
100 ml 0,5 M EDTA-Lösung (3.1.1 B), 57,1 ml Essigsäure 99,8 % (Eisessig; Bernd Kraft 
GmbH, Duisburg) und mit bidestilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 1000 ml gelöst. Vor 
Gebrauch des Puffers wurde diese Stammlösung mit bidestilliertem Wasser 1:50 verdünnt. 
 
D)  Agaroselösung (1%) 
3,5 g Agarose (Agarose NEEO - Rotigarose für die Elektrophorese; Fa. Roth, Karlsruhe) 
wurden unter Erwärmen in 350 ml TAE-Puffer (3.1.1 C) gelöst. 
 
E)  Tris-Puffer (1 M) 
12,1 g  2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris; Fa. Roth, Karlsruhe) wurden in 
90 ml bidestilliertem Wasser gelöst, der jeweilige pH-Wert mit 1 N HCl eingestellt und auf ein 
Endvolumen von 100 ml verdünnt. 
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F)  Rapid Ligation Puffer (2-fach) 
In Anlehnung an das LigaFastTM Rapid DNA Ligation System (Fa. Promega, Mannheim) 
wurden 203,3 mg Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2 · 6 H20, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt), 
154,3 mg 1,4-Dithio-threitol (DTT; Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), 60,52 mg 
Adenosintriphosphat-Trihydrat (ATP · 3 H20; Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) und 
5 g Polyethylenglycol 8000 (PEG 8000; Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) mit 
3 ml 1 M Tris-HCl pH 7,8 (3.1.1 E) und bidestilliertem, autoklaviertem Wasser auf ein 
Endvolumen von 50 ml gelöst. Die Lösung wurde aliquotiert bei -20 °C aufbewahrt und im 
Ligationsansatz 1:1 verdünnt. 
 
3.1.2 cDNA und Plasmide 
Als DNA-Matrizen (Template-DNA) wurden stets Plasmide, d.h. zirkuläre DNA-Moleküle 
eingesetzt, bei der die komplementäre DNA (cDNA) der Zielproteine (SUR-Isoformen bzw. 
Punktmutationen und Chimären) in Vektoren (pECE oder pCMV6c) ligiert sind. Es wurde 
jeweils entweder die cDNA des SUR1 des Hamsters (ham SUR1, Kenn-Nr.: L40623), des 
SUR2A der Ratte (rat SUR2A, Kenn-Nr.: NM_013040) und des SUR2B der Ratte (rat SUR2B, 
Kenn-Nr.: AF087838) bzw. die cDNA chimärer Konstrukte aus unterschiedlichen SUR-
Isoformen verwendet. Die cDNA des ham SUR1 befand sich in einem pECE- (AGUILAR - 
BRYAN et al., 1999) und die des rat SUR2A und rat SUR2B in einem pCMV6c-Vektor. 
 
3.1.3 Primer-Design 
Als Primer kamen Oligonukleotid-Sequenzen in einer Länge von ca. 25-40 Basen (3.1.1 A) zur 
Anwendung, die jeweils komplementär zu dem 3´- und dem 5´- Ende des zu amplifizierenden 
DNA-Fragmentes konstruiert wurden. Das zu verändernde Basenpaar oder die zu verändernden 
Basenpaare waren etwa inmitten der Primer lokalisiert. Sowohl in 3´- als auch in 5´-Richtung 
der Punktmutationen („upstream“ und „downstream“) fanden sich also ca. 10-15 Basenpaare 
(bp) zur DNA-Matrize (Template) spezifisch komplementär (UHDE, 2001). Die Schmelz-
temperatur der Oligonukleotid-Primer (Tm), die in allen Fällen bei 78 ± 3 °C lag, wurde nach 
Formel (1) ermittelt (SAMBROOK et al., 1989; RYCHLIK et al., 1990): 
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(1)  )%(675/N(%GC)0,4181,5T P/T)(m ∆−−⋅+=  
 
GC%  = Prozentualer Anteil der Basen Guanin (G) und Cytosin (C) am gesamten 
Oligonukleotid-Primer (>40%) 
 
N  = Länge des Oligonukleotid−Primers in bp (25-40) 
 
)/(% TP∆  = Abweichung der Oligonukleotid-Primersequenz (P) von der Templatesequenz 
(T) in % (mismatch) 
 
 
3.1.4 Punktmutationen (Site-directed Mutagenesis) 
Punktmutationen wurden mit programmierbaren Thermo Cyclern vom Typ Primus 25 (Fa. 
MWG BIOTECH GmbH, Ebersberg) in 0,2 ml PCR Softtubes (Fa. Biozym Diagnostik, 
Oldendorf) mit Hilfe des „QuickChangeTM Site-directed Mutagenesis“ - Verfahrens (Fa. 
Stratagene, Amsterdam, NL) erzeugt. Diese Methode nutzt die Polymerase-Kettenreaktion 
(polymerase chain reaction, PCR) zur Herstellung gezielter Punktmutationen (MULLIS und 
FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1988). 
Der Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 50 µl enthielt neben 
autoklaviertem, bidestilliertem Wasser 50 ng einer Matrizen-DNA (3.1.2), jeweils 125 ng 
zweier synthetischer Oligonukleotid-Primer (mit den gewünschten Basenaustauschen (3.1.1 A 
und 3.1.3) und jeweils komplementär zu dem 3´- und dem 5´- Ende des zu amplifizierenden 
DNA-Fragmentes) und einen Reaktionspuffer (10x Cloned Pfu Reaction Buffer; Fa. 
Boehringer, Mannheim) mit dem die folgenden Endkonzentrationen eingestellt wurden: 
10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 20 mM Tris-HCl pH 8,8, 2 mM MgSO4, 0,1 µg/µl BSA 
(nuklease-freies Rinderserumalbumin), 0,1 % Triton® X-100. Außerdem enthielt der Ansatz 
250 µM dNTP-Mix mit dATP, dTTP, dGTP und dCTP (Fa. Invitrogen GmbH, Karlsruhe), so 
dass sich eine Endkonzentration von jeweils 65 µM ergab. Nach Zugabe von 2,5 Einheiten 
einer proof-reading PfuTurboTM bzw. PfuUltraTM DNA Polymerase (Fa. Stratagene, 
Amsterdam, NL) wurde die PCR gestartet. Die PCR-Programme umfassten zwischen 12 und 
20 Reaktionszyklen und wurden nach folgendem Standard durchgeführt: Zur Denaturierung 
der doppelsträngigen Plasmid-DNA wurde der Ansatz initial für 1 min und zu Beginn jedes 
weiteren Zyklus 30 s auf 95 °C erwärmt. Nach einem einminütigem Intervall bei einer 
Temperatur zwischen 55 und 65 °C (je nach Schmelztemperatur der Primer), in dem die 
Bindung der Oligonukleotide an der Template-DNA ermöglicht wurde (Hybridisierung), 
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erfolgte die Neusynthese der DNA ausgehend von doppelsträngigen Fragmenten der Template-
Primer-Paarungen. Mit einer Synthesegeschwindigkeit von ca. 500 bp je min wurden die 
Primer durch die DNA-Polymerase bei 68 °C - der optimalen Arbeitstemperatur der Pfu-
Polymerasen - verlängert (Elongation), wonach der Zyklus aus Denaturierung, Hybridisierung 
und Elongation von neuem gestartet wurde (SAMBROOK et al., 1989). Nach Beendigung der 
Reaktionszyklen wurde der PCR-Ansatz mit 10 Einheiten DpnI (Fa. Stratagene, Amsterdam, 
NL) versetzt und für 60 min bei 37 °C inkubiert.  
Die Restriktionsendonuklease DpnI schneidet spezifisch durch Bakterien methylierte 
und hemimethylierte DNA. Unmethylierte PCR-Produkte hingegen werden nicht erkannt und 
nicht verdaut. Ein DpnI-Verdau verhindert eine Transformation des intakten Template-
Plasmids. 
 
3.1.5 Kontrolle der PCR-Produkte 
Nach Beendigung der PCR und des DpnI-Verdaus wurde ein Aliquot des Reaktions-Ansatzes 
von 15 µl in einem 1 %igen Agarosegel (3.1.1 D) elektrophoretisch gegen einen 
Längenstandard (GeneRulerTM DNA Ladder Mix; Fa. MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 
aufgetrennt. Dabei wandern die geladenen DNA-Moleküle von der Kathode zur Anode. 
Die erwärmte, flüssige Agaroselösung wurde bei einer Temperatur von ca. 55-60 °C 
zum Erkalten direkt in die Gelkammer (Mini-Sub Cel GT; Fa. Bio Rad Laboratories Inc., 
Hempstead, UK) gegossen, in der zuvor ein Probenkamm befestigt worden war. Nachdem das 
Gel erstarrt war, wurde es mit TAE-Puffer (3.1.1 C) überschichtet und die Proben wurden - 
nach Entfernung des Kamms - mit Ladepuffer (6-fach Loading Buffer, Fa. MBI Fermentas, St. 
Leon-Rot) versetzt und in die Taschen des Gels pipettiert. Die Auftrennung erfolgte bei 
konstanter Stromstärke von 400 mA und einer Spannung von 40-75 V mit Hilfe eines Power 
Pac 300 (Fa. Bio Rad Laboratories Inc., Hempstead, UK) gegen einen Längenstandard über 2 
bis 3 Stunden. Um die getrennten DNA-Banden zu detektieren, wurde das Gel zunächst für 
etwa 10 bis 20 min in einem Ethidiumbromid-Bad eingefärbt (Ethidiumbromid 0,5 µg/ml; Fa. 
Boehringer, Mannheim) und anschließend unter UV-Licht ausgewertet (UV-Transilluminator 
UVT-28 M, Fa. Herolab, Wiesloch). Ethidiumbromid lagert sich zwischen GC-Basen-
paarungen ein und bildet einen Komplex, der unter UV-Licht sichtbar gemacht werden kann. 
War eine DNA-Bande in der erwarteten Länge unter Ausschluss von Nebenprodukten zu 
erkennen, wurde das PCR-Produkt in E. coli Bakterien transformiert (3.2). 
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3.1.6 Chimäre Konstrukte 
Chimären (Proteine, die z.B. aus Segmenten differenter Isoformen des SUR zusammengesetzt 
sind) wurden durch Rekombination der cDNA des ham SUR1 und der des rat SUR2A bzw. 
rat SUR2B hergestellt. Dabei wurden zwei DNA-Fragmente zu einem neuen Plasmid 
kombiniert. Fragment 1 enthielt neben Abschnitten des SUR kodierende Bereiche des Vektors 
wie z.B. für die Amplifikation und Ampicillinresistenz (Vektor-DNA). Fragment 2 (Insert) 
enthielt ausschließlich Bereiche der cDNA des Zielproteins. In Abb. 9 ist exemplarisch die 




Abb. 9 Planung einer Chimäre. 
Teil A der Abbildung zeigt 
schematisch die verwendeten 
Plasmide der Sulfonylharnstoff-
rezeptor-Isoformen. Die cDNA 
des SUR1 befindet sich im 
pECE-Vektor und die des SUR2A 
im pCMV6c. Die Erkennungs-
sequenzen der Restriktionsendo-
nukleasen EI und EII sind in den 
Plasmiden entweder nativ und 
singulär vorhanden oder durch 
Punktmutationen gezielt ein-
geführt worden. Die Teile B und 
C der Abbildung zeigen den 
parallelen Restriktionsverdau der 
Plasmide in getrennten Ansätzen 
zu Vektor-DNA (7,5 Kilo-
Basenpaare, kbp) bzw. Insert (0,9 
kbp) und die anschließende 
elektrophoretische Trennung der 
DNA-Fragmente gegen einen 
Längenstandard (Ladder Mix, 
LM). Nach Extraktion der DNA-
Banden aus dem Agarosegel und 
Reinigung der kruden DNA er-
folgt die Ligation der DNA-
Fragmente zu einem rekom-
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Für die gezielte Erzeugung von chimären Konstrukten mussten Schnittstellen entsprechender 
Restriktionsendonukleasen in den cDNAs der SUR-Isoformen entweder singulär und nativ 
vorhanden sein oder durch Punktmutationen gezielt in die jeweilige cDNA eingebracht 
werden. Waren die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme weder nativ vorhanden, 
noch durch stille Mutationen erzeugbar, wurden diese durch eine PCR (3.1.4) eingeführt und 
nach Austausch und Ligation der korrespondierenden Bereiche (3.1.8) durch eine weitere PCR 
anschließend wieder rückmutiert. 
Die cDNA der SUR-Isoformen wurde mit den jeweiligen Restriktionsenzymen nach 
Anweisung der Datenblätter meist für 30 bis 60 min bei 37 °C verdaut, die geschnittenen 
DNA-Fragmente über ein Agarosegel (3.1.1 D) elektrophoretisch getrennt, im Ethidium-
bromidbad gefärbt (3.1.5) und die gewünschten Banden mit Hilfe eines scharfen Skalpells 
unter UV-Licht (3.1.5) aus dem Gel extrahiert. Zur Aufreinigung der kruden DNA wurde ein 
Agarosegel-Extraktions-Kit (QIAquick® Gel Extraction Kit, Qiagen GmbH, Hilden) 
verwendet. Nach UV-metrischer Bestimmung der DNA-Konzentrationen bei einer 
Wellenlänge von 260 nm (UVIKON 932 Spectrophotometer; Kontron Instruments, Eching), 
Dephosphorylierung des Vektors (3.1.7), Ligation (3.1.8) und Transformation (3.2) konnte 
durch Sequenzierung (3.4.1) die korrekte Basenabfolge des Endprodukts verifiziert werden. 
Zur Untersuchung des chimären Proteins wurde das rekombinante Plasmid in COS1-Zellen 
transfiziert (3.6), exprimiert und nach einer Membranpräparation (3.7) in z.B. Bindungs-
experimenten (3.8) charakterisiert. 
 
3.1.7 Dephosphorylierung von 5´-Phosphatgruppen 
Um zu verhindern, dass die mit einer Restriktionsendonuklease gespaltene Vektor-DNA 
wieder mit sich selbst ligierte (Religation), wurden die geschnittenen Vektoren mit alkalischer 
Phosphatase aus Kälberdarm (CIP) behandelt. Dieses Enzym katalysiert die Hydrolyse der für 
eine Religation benötigten endständigen 5´-Phosphatgruppe. 
Direkt nach einer Restriktion wurde der Ansatz mit 0,1 Einheiten der Phosphatase (CIP; 
Fa. New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) bei 37 °C für eine Stunde inkubiert. 
Diese Dephosphorylierungsreaktion reduziert die Anzahl an Religationen bei gleichzeitiger 
Erhöhung der Ausbeute an rekombinanten Plasmiden nach der Transformation (3.2). 
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Bei einer Ligation werden zwei oder mehr DNA-Fragmente zu einem durchgehenden 
Doppelstrang verknüpft. Dabei katalysiert die T4-DNA-Ligase (Fa. Promega, Mannheim) in 
Anwesenheit von ATP die Ausbildung einer kovalenten Phosphodiesterbindung zwischen 
benachbarten 3´-Hydroxyl- und 5´-Phosphatgruppen. 
Die Ligation erfolgte in sterilen 0,2 ml PCR Softtubes (Fa. Biozym Diagnostik, 
Oldendorf) nach dem Rapid Ligations-Verfahren (PHEIFFER und ZIMMERMANN, 1983) und je 
nach Art des Restriktionsschnitts bei einer Temperatur von 4-8 °C für 6 bis 12 Stunden bei 
glatten Enden (blunt ends) bzw. 15-20 °C für 30 min bis 4 Stunden bei überhängenden Enden 
(sticky ends) der DNA-Fragmente in Thermo Cyclern vom Typ Primus 25 (Fa. MWG 
BIOTECH GmbH, Ebersberg). Der Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 10-20 µl 
enthielt neben bidestilliertem, autoklaviertem Wasser und 100-200 ng DNA im Verhältnis des 
Vektors zum Insert von 1:1 bis 1:10, 1,5 Einheiten der T4-DNA-Ligase und in Anlehnung an 
das LigaFastTM Rapid DNA Ligation System (Fa. Promega, Mannheim) eine Puffer-End-
konzentration von 30 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP und 5 % PEG. 
Als Kontrolle diente ein Religations-Ansatz, der ausschließlich die Vektor-DNA in 
phosphorylierter bzw. 5´- dephosphorylierter Form enthielt (SAMBROOK et al., 1989). 
 
3.2 Transformation 
Eine Transformation (Transfer von z.B. PCR- bzw. Ligationsprodukten in Bakterienzellen) 
ermöglicht die Reduplikation der in die Plasmidvektoren eingebrachten DNA-Fragmente durch 
Kultivierung eines transformierten Bakterienklons (COHEN et al., 1972). 
 
3.2.1 Lösungen und Medien 
A)  Glucoselösung (1 M, steril) 
19,82 g Glucose-Monohydrat (C6H12O6 · H20; Fa. Merck, Darmstadt) wurden in bi-
destilliertem, autoklaviertem Wasser auf ein Endvolumen von 100 ml gelöst und durch ein 
Filter unter Verwendung eines Spritzenvorsatzes Filtropur S 02 der Porengröße 0,2 µm (Fa. 
Sarstedt, Nümbrecht) sterilfiltriert. 
 25
Material und Methoden 
 
 
B)  Kaliumchlorid-Lösung (0,25 M, steril) 
1,86 g Kaliumchlorid (KCl, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) wurden in 95 ml bidestilliertem 
Wasser gelöst, mit 1 N KOH auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt, mit bidestilliertem Wasser 
auf ein Endvolumen von 100 ml gebracht und autoklaviert. 
 
C)  Magnesiumchlorid-Lösung (1 M, steril) 
20,3 g Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2 · 6 H20, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) wurden in 
100 ml bidestilliertem, autoklaviertem Wasser gelöst und nach Sterilfiltration (3.2.1 A) bei 
4 °C gelagert. 
 
D)  Magnesiumsulfat-Lösung (1 M, steril) 
24,6 g Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 · 7 H20, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) wurden in 
100 ml bidestilliertem, autoklaviertem Wasser gelöst und nach Sterilfiltration (3.2.1 A) bei 
4 °C gelagert. 
 
E)  LB-Medium (Luria-Bertani-Medium, steril) 
10 g Pepton (Select Peptone 140) und 5 g Hefeextrakt (Select Yeast Extract; beides Fa. Gibco 
Invitrogen GmbH, Karlsruhe) wurden mit 0,5 g Natriumchlorid (NaCl, p.a.; Fa. Merck, 
Darmstadt) und 10 ml 0,25 M Kaliumchlorid-Lösung (3.2.1 B) in 950 ml bidestilliertem 
Wasser gelöst, mit 5 N NaOH auf pH 7,0 eingestellt, mit bidestilliertem Wasser zu einem 
Endvolumen von 1000 ml aufgefüllt und nach Autoklavierung bis zu 4 Wochen bei 4 °C 
gelagert. 
 
F)  NZY-Medium (steril) 
10 g NZ Amine (Caseinhydrolysat, säurehydrolysiert; Fa. Roth, Karlsruhe), 5 g Hefeextrakt 
(Select Yeast Extract; Fa. Gibco Invitrogen GmbH, Karlsruhe) und 5 g Natriumchlorid (NaCl, 
p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) wurden in 950 ml bidestilliertem Wasser gelöst, mit 5 N NaOH auf 
pH 7,0 eingestellt, mit bidestilliertem Wasser zu einem Endvolumen von 1000 ml aufgefüllt 
und nach Autoklavierung bis zu 4 Wochen bei 4 °C gelagert. Vor Gebrauch wurden zu je 
100 ml dieser Lösung 2 ml einer 1 M Glucose-Lösung (3.2.1 A) und jeweils 1,25 ml einer 1 M 
Magnesiumchlorid-Lösung (3.2.1 C) und 1 M Magnesiumsulfat-Lösung (3.2.1 D) hinzugefügt. 
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G)  Ampicillin-Stammlösung (50 mg/ml) 
1 g Ampicillin (Fa. Boehringer, Mannheim) wurde in 20 ml bidestilliertem Wasser gelöst, die 
Lösung sterilfiltriert (3.2.1 A) und aliquotiert bei -20 °C vor Licht geschützt aufbewahrt. 
 
H)  LB-Agarplatten mit Ampicillin (100 µg/ml) 
Unter Erwärmung wurden 6 g Agar-Agar (Fa. Roth, Karlsruhe) in 400 ml LB-Medium 
(3.2.1 E) gelöst und anschließend autoklaviert. Nach Abkühlen des Mediums auf ca. 50 bis 
60 °C wurden unter der Reinraumwerkbank 800 µl der Ampicillin-Stammlösung (3.2.1 G) 
zugesetzt, vorsichtig unter Vermeidung von Blasenbildung gemischt und jeweils ca. 20 ml 
dieser Lösung in Petrischalen (92 mm Durchmesser, Fa. Sarstedt, Nümbrecht) gegossen. Nach 
dem Erkalten und Erstarren des LB-Agars konnten die Platten luftdicht verschlossen bis zu 
4 Wochen bei 4 °C gelagert werden. 
 
I)  Medium A zur Herstellung transformationskompetenter Bakterien 
493 mg Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 · 7 H20, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) und 
400 mg Glucose-Monohydrat (Fa. Merck, Darmstadt) wurden in 200 ml LB-Medium (3.2.1 E) 
gelöst. Nach Sterilfiltration (3.2.1 A) wurde die Lösung bei 4 °C gelagert. 
 
J)  Medium B zur Herstellung transformationskompetenter Bakterien 
296 mg Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 · 7 H20, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt), 12 g 
Polyethylenglycol (PEG 8000; Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) und 36 ml 
Glycerin (Glycerol, wasserfrei, reinst; Fa. Merck, Darmstadt) wurden mit LB-Medium 
(3.2.1 E) zu einem Endvolumen von 100 ml gelöst. Nach Sterilfiltration (3.2.1 A) wurde die 
Lösung bei 4 °C gelagert. 
 
3.2.2 Herstellung transformationskompetenter Bakterien 
Transformationskompetente Zellen wurden unter Verwendung von Polyethylenglykol in einer 
Modifikation der klassischen PEG-Methode (NISHIMURA et al., 1990; TANG et al., 1994) 
hergestellt. Mit PEG vorbehandelte Zellen besitzen die Eigenschaft, Fremd-DNA effizient 
aufnehmen zu können. 
5 ml LB-Medium (3.2.1 E) wurden mit einer Kolonie E. coli-Zellen (Epicurian Coli 
XL1-Blue; Fa. Stratagene, Amsterdam, NL) beimpft und über Nacht in einem Schüttel-
inkubator (Innova 4300, New Brunswick Scientific GmbH, Nürtingen) bei 37 °C kultiviert. 
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Nach einer Inkubationszeit von 14 bis 18 Stunden wurden aus der Übernachtkultur 500 µl 
Zellsuspension entnommen, zum Animpfen in 50 ml Medium A (3.2.1 I) überführt und im 
Schüttelinkubator erneut bei 37 °C für 2 bis 4 Stunden kultiviert bis eine optische Dichte von 
0,55 bei 578 nm erreicht war (UVIKON 932 Spectrophotometer; Kontron Instruments, 
Eching). Die Bakterienkultur wurde für 10 min auf Eis gekühlt, in ein Zentrifugenröhrchen 
überführt und für 10 min bei 4 °C und 1500 x g zentrifugiert (Kühlzentrifuge GR 2022, Rotor 
AG 290.9, 2900 Upm, Fa. Jouan GmbH, Unterhaching). Das Zellsediment wurde nach 
Resuspendierung in 500 µl eiskaltem Medium A (3.2.1 I) mit 2,5 ml Medium B (3.2.1 J) 
vorsichtig gemischt und nach einer Schockfrostung in flüssigem Stickstoff (-196 °C) in 
Aliquoten zu 100 µl bei -70 °C bis zu einem Jahr gelagert. 
 
3.2.3 Durchführung einer Transformation 
50-100 µl PEG-transformationskompetente Zellen (3.2.2) wurden auf Eis aufgetaut und in 
einem sterilen Reaktionsgefäß mit 1-4 µl des PCR-Produktes (3.1.4) bzw. 2-8 µl des 
Ligationsansatzes (3.1.8) versetzt, vorsichtig gemischt und im Eisbad für 15-30 min inkubiert. 
Nach einer Erwärmung für 45 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad, wurde der Ansatzes sofort 
für 2 weitere min im Eisbad gekühlt, mit 500 µl NZY-Medium (3.2.1 F) versetzt und für 
45-60 min im Schüttelinkubator (3.2.2) kultiviert. Die Transformationsansätze wurden 
anschließend auf LB-Agarplatten mit Ampicillin (3.2.1 H) ausplattiert und über Nacht im 
Brutschrank (Begasungsbrutschrank BB6220, Fa. Heraeus Instruments, Hanau) bei 37 °C 
inkubiert. Eine nach 14-18 Stunden gewachsene Bakterienkolonie wurde in 10 ml LB-Medium 
(3.2.1 E), dem zuvor 20 µl Ampicillin-Stammlösung (3.2.1 G) zugesetzt wurde, überführt und 




Zur Extraktion der Plasmid-DNA aus Bakterienzellen wurden verschiedene Präparations-
methoden verwendet, wobei sich die Auswahl des jeweiligen Verfahrens nach der benötigten 
Menge und Art der Weiterverwendung der extrahierten DNA-Plasmide richtete. Wurde die 
Plasmid-DNA ausschließlich zum Zweck eines Verdaus mit Restriktionsendonukleasen, 
anschließender gelelektrophoretischer Trennung und zur Kontrolle des Schnittmusters der 
DNA-Fragmente gewonnen, konnte die sog. „boiling“- oder STET-Methode der Plasmid-
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präparation eingesetzt werden. Dieses Verfahren ist schnell und einfach durchzuführen und 
liefert ausreichend reine DNA-Mengen für analytisches Arbeiten. Für präparative Zwecke wie 
z.B. Sequenzierungsreaktionen oder Transfektionen (3.6) wurde die Plasmid-DNA über eine 
Säulenpräparation gewonnen. Diese zeit- und kostenintensivere Methode erlaubt die 
Isolierung größerer Mengen hochreiner Plasmid-DNA. 
 In allen Fällen wurde zur Erhaltung eines bestimmten Bakterienklons (Punktmutation 
oder chimäres Konstrukt) ein Aliquot einer dicht gewachsenen Übernachtkultur (3.2.2) für 
spätere Zwecke kryokonserviert (3.4.3). 
 
3.3.1 Präparation nach der „boiling“ - oder STET-Methode 
3.3.1.1 Puffer und Lösungen 
A)  STET-Lösung (pH 8,0) 
0,8 g Saccharose (C12H22O11; Fa. Merck, Darmstadt), 50 µl Triton® X-100 (Fa. Boehringer, 
Mannheim) und 0,5 ml 1 M Tris-HCl pH 8,0 (3.1.1 E) wurden zur sofortigen Verwendung mit 
bidestilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10 ml gelöst und kalt gestellt. 
 
B)  Lysozym-Lösung (200 U/µl) 
2 mg Lysozym (100.000 U/mg; Fa. Merck, Darmstadt) wurden in 1 ml frisch hergestellter 
STET-Lösung (3.3.1.1 A) aufgenommen und vorsichtig gelöst. Diese Lösung wurde bis zum 
Gebrauch auf Eis gekühlt. 
 
C)  Natriumacetat-Lösung (3 M, pH 5,2) 
4,1 g Natriumacetat-Trihydrat (Na(CH3CO2) · 3 H2O, kristallin, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) 
wurden mit 9 ml bidestilliertem Wasser gelöst, mit 1 N HCl auf einen pH-Wert von 5,2 
gebracht und mit bidestilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10 ml aufgefüllt. 
 
D)  TE-Puffer (Tris/EDTA-Puffer) 
121 mg Tris (3.1.1 E) und 37,2 mg Ethylendiamintetraessigsäure Dinatriumsalz - Dihydrat 
(EDTA; Fa. Merck, Darmstadt) wurden in 80 ml bidestilliertem Wasser gelöst, der pH-Wert 
mit 1 N HCl auf 8,0 eingestellt, mit bidestilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 100 ml 
aufgefüllt und anschließend autoklaviert. 
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E)  TE-RNAse-Puffer 
10 mg RNAse A (Fa. Boehringer, Mannheim) wurden in 1 ml bidestilliertem autoklaviertem 
Wasser gelöst und bei -20 °C aufbewahrt. 4 µl dieser Stammlösung (10 mg/µl) wurden mit 
1 ml TE-Puffer (3.3.1.1 D) gemischt und bis zum Gebrauch auf Eis gekühlt. 
 
3.3.1.2 Prinzip und Durchführung der „boiling“- oder STET-Methode 
Durch die Einwirkung von EDTA, Triton® X-100 und Lysozym wird bei einer noch 
weitgehend intakten Cytoplasmamembran die Zellwand der Bakterien zerstört. Durch einen 
Hitzeschock kann die Plasmid-DNA von anderen Cytosolbestandteilen, chromosomaler DNA 
und RNA isoliert werden, da zwar sowohl Proteine, chromosomale DNA und RNA als auch 
die Plasmid-DNA denaturieren, jedoch aufgrund der geringen Komplexität und der 
vorhandenen Ringstruktur nur die Plasmid-DNA renaturiert werden kann. Alle anderen 
Bestandteile denaturieren dauerhaft zu einem unspezifischem Konglomerat und werden 
abzentrifugiert. Die Plasmid-DNA befindet sich nach der Pelletierung im klaren Lysat. Die 
Menge und Reinheit der DNA reichte i. Allg. aus, um 2-3 Kontrollen der präparierten DNA 
durch Restriktionsschnitte durchzuführen 
2 ml einer Übernachtkultur wurden in einem Eppendorfgefäß bei 13.000 x g 
(Tischzentrifuge, Biofuge 13, Fa. Heraeus Instruments, Hanau) für 30 Sekunden zentrifugiert, 
das Bakterien-Pellet nach Abgießen des Überstands in 400 µl STET-Lösung (3.3.1.1 A) 
sorgfältig resuspendiert (Vortex-GenieTM 2, Fa. Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA) 
und 25 µl Lysozym-Lösung (3.3.1.1 B) zugesetzt. Nach Erhitzen der Bakteriensuspension für 
2 min auf 95 °C wurde erneut für 10 min zentrifugiert und der Überstand als klares Lysat in ein 
zweites Eppendorfgefäß überführt. Mit 400 µl Isopropanol (2-Propanol ≥ 99,7 %; Fa. Roth, 
Karlsruhe) und 28 µl 3 M Natriumacetat-Lösung (3.3.1.1 C) gemischt, wurde die Plasmid-
DNA durch 15-minütige Zentrifugation pelletiert, mit 500 µl eines 70 %igen Ethanol/Wasser-
Gemischs (Ethanol ≥ 99,8 %; Fa. Roth, Karlsruhe) gewaschen und erneut für 15 min 
zentrifugiert. Nach der Verflüchtigung des Ethanols wurde das Pellet in 30 µl TE-RNAse-
Puffer (3.3.1.1 E) resuspendiert und für 30 min bei 37 °C inkubiert. 
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3.3.2.1 Prinzip und Durchführung der Säulenpräparation 
Das Prinzip der Säulenpräparation basiert auf einer modifizierten alkalischen Lyse der 
Bakterien (BIRNBOIM und DOLY, 1979), auf welche die Adsorption der Plasmid-DNA an eine 
in Säulen befindliche Anionenaustauscher-Matrix folgt (VOGELSTEIN und GILLESPIE, 1979). 
Durch Variation der Salz- und pH-Bedingungen können in Waschschritten zunächst 
niedermolekulare Verunreinigungen sowie RNA und Proteine aus der Säulenmatrix entfernt 
werden, bevor die Plasmid-DNA eluiert und zur Aufkonzentrierung und Entsalzung mit 
Isopropanol gefällt wird (Abb. 10). 
 Je nach erforderlicher Menge der DNA wurde ein QIAprep® Spin Miniprep Kit bzw. 
QIAGEN® Plasmid Midi, Maxi oder Mega Kit (Fa. QIAGEN GmbH, Hilden) verwendet, 




Abb. 10 Die Plasmidreinigung 
basiert auf der Wechsel-
wirkung zwischen den negativ 
geladenen Phosphatresten des 
DNA-Rückgrats und den 
positiv geladenen DEAE-
Gruppen auf der Oberfläche 
der Silicapartikel.  Teil A der 
Abbildung zeigt die Struktur 
des DEAE (Diethylamino-
ethanol) auf der Oberfläche 
der Silicapartikel der Säulen-
matrix. Teil B der Abbildung 
zeigt einen Ausschnitt der 
chemischen Struktur der DNA. 
Salz- und pH-Wert-Bedin-
gungen des jeweiligen Puffers bestimmen die Wechselwirkung der Plasmid-DNA mit dem 
Resinat (QIAGEN ResinTM). Das Resin besteht aus Silicakügelchen mit einem Durchmesser 
von ca. 100 µm, an deren Oberflächen DEAE-Gruppen dicht angeordnet sind, um die Bindung 
der DNA zu ermöglichen. Verunreinigungen wie RNA, Proteine, Kohlenhydrate und 
niedermolekulare Substanzen werden bei mittlerer Salzkonzentration aus der Säule gewaschen, 
während die Plasmid-DNA zunächst gebunden bleibt und erst durch einen Puffer mit hoher 
Salzkonzentration und höherem pH-Wert eluiert wird (QIAGEN® Plasmid Purification 
Handbook). 
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3.4 DNA-Sequenzanalyse und Konservierung einer Bakterienkultur 
Vor jeder Transfektion (3.6) wurde die korrekte Basensequenz für eine Punktmutation (3.1.4) 
oder ein chimäres Konstrukt (3.1.6) durch partielle Sequenzierung überprüft. Von positiv 
sequenzierten Klonen wurde zur Konservierung ein Glycerinstock (3.4.3) angelegt. 
 
3.4.1 Durchführung der Sequenzierung 
600 ng der zu untersuchenden Plasmid-DNA wurden mit 20 pmol eines Sequenzier-Primers 
einer Länge von 18-25 Basen und einer - nach der klassischen „GC-Methode“ ermittelten - 
Schmelztemperatur von 52-60 °C gemischt als sog. „Hot Shot“ von der Fa. SEQLAB 
(Sequence Laboratories GmbH, Göttingen) nach dem Acid-Dye-Verfahren sequenziert. In der 
Regel kam ein Sequenzier-Primer zur Anwendung, der ca. 50-200 Basen vor dem zu 
untersuchenden DNA-Abschnitt lag, so dass in einer Leseweite von 300 bzw. 500 Basen 
(„Standard“ bzw. „Extended Hot Shot“) das konstruierte Plasmid überprüft werden konnte. 
 
3.4.2 Untersuchung und Bearbeitung der Sequenzen 
Zur Visualisierung und Untersuchung der Basenabfolge wurden die von der Fa. SEQLAB als 
Sequenzierungs-Dateien gelieferten Sequenzen mit dem Programm „Chromas“ (Version 1.51; 
Fa. Technelysium Pty Ltd.) dargestellt. Updates und aktuelle Versionen der Software finden 
sich unter: http://www.technelysium.com.au/chromas.html. Eine so verifizierte DNA-Sequenz 
war Grundlage zur Planung und Kontrolle von Punktmutationen (3.1.4) und chimären 
Konstrukten (3.1.6) bzw. Ausgangspunkt für die Suche nach Restriktionsschnittstellen durch 
das Programm „Silmut“ (SHANKARAPPA et al., 1992a und 1992b). 
 
3.4.3 Kryokonservierung eines Bakterienklons 
Zur Konservierung eines positiv sequenzierten Bakterienklons wurden 1,5 ml einer dicht 
bewachsenen Übernachtkultur mit 0,3 ml autoklaviertem Glycerin (Glycerol, wasserfrei, reinst; 
Fa. Merck, Darmstadt) in einem sterilem Einfrier-Röhrchen (SorensonTM Multi Twist Top 
Skirted Vial; Fa. Bioscience Inc., Heidelberg) sorgfältig gemischt, in flüssigem Stickstoff 
(-196 °C) für ca. 10 Sekunden schockgefroren und bei -70 °C gelagert (Glycerinstock; 
SAMBROOK et al., 1989). Um die Bakterienkultur zu reaktivieren, wurde ein Aliquot des 
Glycerinstocks mit Hilfe einer sterilen Impföse auf einer LB-Agarplatte mit Ampicillin 
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(3.2.1 H) ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert 
(Begasungsbrutschrank BB6220; Fa. Heraeus Instruments, Hanau). 
 
3.5 Kultivierung und Konservierung von COS1-Zellen 
3.5.1 Lösungen und Medien 
A)  Penicillin/Streptomycin-Stammlösung (20.000 IE/ml bzw. 20.000 µg/ml) 
1,2 g Penicillin G - Natriumsalz (Fa. Biochrom AG, Berlin) wurden mit 2,0 g Streptomycin-
sulfat (Fa. Biochrom AG, Berlin) in 100 ml Natriumchlorid-Lösung 0,9 % (NaCl, p.a.; Fa. 
Merck, Darmstadt) gelöst und bei -20 °C gelagert. 
 
B)  DMEM (Dulbecco Modifiziertes Eagle Medium) + FKS (Fötales Kälberserum) 10 % 
13,5 g DMEM-Trockenmedium (Fa. Biochrom AG, Berlin) und 2,2 g Natriumhydrogen-
carbonat (NaHCO3, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) wurden mit 5 ml einer Penicillin/ 
Streptomycin-Stammlösung (3.5.1 A) in 900 ml bidestilliertem Wasser gelöst, mit 1 N NaOH 
bzw. 1 N HCl auf einen pH-Wert von 7,15 eingestellt und mit bidestilliertem Wasser auf ein 
Gesamtvolumen von 1000 ml ergänzt. Nach Sterilfiltration der Lösung unter Verwendung 
eines Edelstahl-Vakuum-Filtrationsgeräts (Nr. SM 16268 107500; Fa. Sartorius, Göttingen) 
mit Vor- und Hauptfilter (0,2 µm; beides Fa. Sartorius, Göttingen) wurde die Lösung bei 4 °C 
bis zu 8 Wochen gelagert. 
Unmittelbar vor Gebrauch wurde 100 ml sterilfiltriertes und für 30 min bei 56 °C 
hitzeinaktiviertes Fötales Kälberserum (FKS; Kraeber GmbH & Co, Ellerbek) zugegeben und 
das fertige Medium im Wasserbad auf 37 °C erwärmt. 
 
C)  Einfriermedium (DMEM + FKS 20%) 
12 ml DMEM (3.5.1 B) wurde unter der Reinraumwerkbank mit 3 ml FKS (3.5.1 B) versetzt. 
 
D) DMSO-Lösung (Einfriermedium + DMSO 20%) 
12 ml Einfriermedium (3.5.1 C) wurde unter der Reinraumwerkbank mit 3 ml autoklaviertem 
Dimethylsulfoxid (DMSO, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) versetzt. 
 
E)  Trypsin/EDTA-Lösung 
100 ml einer Trypsin/EDTA-Lösung (0,5 % / 0,2 % in Ca2+- und Mg2+freiem Phosphate 
Buffered Saline „10 x PBS“; Fa. Biochrome AG, Berlin) wurden mit bidestilliertem, 
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autoklaviertem Wasser zu einem Endvolumen von 1000 ml gemischt, aliquotiert und bei 
-20 °C bis zu einem Jahr gelagert. 
 
F)  CMF-PBS (Phosphatpuffer) 
8,0 g Natriumchlorid (NaCl, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) und 0,2 g Kaliumchlorid (KCl, p.a.; 
Fa. Merck, Darmstadt) wurden mit 1,15 g wasserfreiem Dinatriumhydrogenphosphat 
(Na2HPO4, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) und 0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4, p.a.; 
Fa. Merck, Darmstadt) in 900 ml bidestilliertem Wasser gelöst, mit 1 N NaOH bzw. 1 N HCl 
auf einen pH-Wert von 7,3 eingestellt, auf ein Endvolumen von 1000 ml mit bidestilliertem 
Wasser ergänzt und autoklaviert. 
 
3.5.2 Kultivierung und Passagieren von COS1-Zellen 
COS1-Zellen (CV-1, Origin of SV40; GLUZMAN, 1981) sind Derivate einer permanenten 
Zelllinie der afrikanischen grünen Meerkatze (CV-1), die mit einem „origin-defective“ Simian 
Virus (SV40) infiziert sind. Nach einer Transfektion (3.6) in COS1-Zellen kann die cDNA der 
Zielproteine in Plasmiden, die das SV40 - „origin of replication“ besitzen, wie z.B. pECE- und 
pCMV6c-Vektoren transient autonom repliziert werden. 
Die als Monolayer wachsenden Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 in DMEM mit 
10 % FKS (3.5.1 B) kultiviert (Begasungsbrutschrank BB6220, Fa. Heraeus Instruments, 
Hanau) und im Abstand von 3 bis 4 Tagen passagiert. Dazu wurden die COS1-Zellen in 
Petrischalen (92 mm Durchmesser; Fa. Sarstedt, Nümbrecht) nach dem Absaugen des 
Kulturmediums zweimal mit 8 ml CMF-PBS (3.5.1 F) gespült, mit 3 ml Trypsin/EDTA-
Lösung (3.5.1 E) versetzt und für 2-5 min im Brutschrank inkubiert. Durch Zugabe von 6 ml 
frischen Kulturmediums (3.5.1 B) und leichtes Aufschlagen der Petrischalen auf die 
Tischplatte der Reinraumwerkbank wurde das Abdauen der Zellen gestoppt und die noch am 
Boden der Schale haftenden Zellen abgelöst. Die gesamte Zellsuspension jeweils einer 
Petrischale wurde in ein steriles Zentrifugenröhrchen überführt und durch Zentrifugation bei 
4 °C und 100 x g für 5 min sedimentiert (Heraeus Megafuge 1.OR, Rotor 2705, 900 Upm; Fa. 
Heraeus Instruments, Hanau). Nach dem Absaugen des Überstands und Bestimmung der 
Zellzahl wurden die Sedimente in jeweils 10 ml Kulturmedium (3.5.1. B) resuspendiert und im 
Verhältnis von 1:3 bis 1:5 so auf frische Petrischalen umgesetzt, dass sich eine Zelldichte von 
ca. 500.000 Zellen pro Schale ergab. 
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3.5.3 Konservierung von COS1-Zellen 
Zur Konservierung wurden abgedaute und sedimentierte Zellen einer dicht bewachsenen 
Kulturschale (3.5.2) in 1,5 ml auf 4 °C vorgekühltem Einfriermedium (3.5.1 C) resuspendiert 
und mit 1,5 ml auf 4 °C gekühlter DMSO-Lösung (3.5.1. D) versetzt. Jeweils 1,5 ml dieser 
Suspension wurden in ein autoklaviertes Einfrier-Röhrchen (Mikro-Röhren für 
Kryoanwendungen; Fa. Sarstedt Nümbrecht) pipettiert und in einer mit Isopropanol 
(2-Propanol 100%; Fa. Fluka, Neu-Ulm) gefüllten Einfrierbox (Mr. Frosty; Fa. Nunc GmbH, 
Wiesbaden) für ca. 4-5 Stunden bei -70 °C gekühlt. Diese Einfriermethode ermöglicht eine 
schonende und gleichmäßige Abkühlung der Zellsuspension mit ca. 1 °C pro min. 
Anschließend wurden die Röhrchen aus dem Einfriergefäß entnommen und tiefgefroren in 
flüssigem Stickstoff (-196 °C) gelagert. 
 
3.6 Transfektion 
Eine Transfektion (Transfer von z.B. Plasmid-DNA in Säugetier-Zellen) ermöglicht die 
Reduplikation der in die Plasmidvektoren eingebrachten DNA-Fragmente und Expression der 
Zielproteine wie z.B. des SUR durch Kultivierung einer transfizierten Zelllinie. 
 
3.6.1 Lösungen und Medien 
A)  DEAE-Dextran (Diethylaminoethyl-Dextran-Stammlösung 50 mg/ml) 
500 mg Diethylaminoethyl-Dextran (DEAE-Dextran; Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen) wurden in 10 ml bidestilliertem Wasser gelöst und autoklaviert. 
 
B)  TBS-Puffer (Tris Buffered Saline) 
Lösung A: 80 g Natriumchlorid (NaCl, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) und 3,8 g Kaliumchlorid 
(KCl, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) wurden mit 2,0 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4, 
wasserfrei, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) und 30 g 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
(Tris; Fa. Roth, Karlsruhe) in 900 ml bidestilliertem Wasser gelöst, mit 1 N NaOH auf einen 
pH-Wert von 7,5 eingestellt, mit bidestilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 1000 ml 
aufgefüllt und bei 4 °C gelagert. Lösung B: 1,5 g Calciumchlorid (CaCl2, p.a.; Fa. Merck, 
Darmstadt) und 1,0 g Magnesiumchlorid (MgCl2, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) wurden in 
100 ml bidestilliertem Wasser gelöst und bei 4 °C gelagert. Nach Verdünnen von 100 ml der 
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Lösung A mit 890 ml bidestilliertem Wasser wurde unter Rühren langsam 10 ml der Lösung B 
dazugegeben, der fertige TBS-Puffer sterilfiltriert (3.5.1 B) und bei 4 °C gelagert. 
 
C)  HBSS-Puffer (Hepes Buffered Saline Solution) 
8,0 g Natriumchlorid (NaCl, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) und 0,37 g Kaliumchlorid (KCl, p.a.; 
Fa. Merck, Darmstadt) wurden mit 2,0 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4, wasserfrei, 
p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) und 5,0 g 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethan-sulfonsäure 
(HEPES; Fa. Boehringer, Mannheim) in 900 ml bidestilliertem Wasser gelöst, mit 1 N NaOH 
auf pH 7,05 eingestellt, mit bidestilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 1000 ml ergänzt, 
sterilfiltriert (3.5.1 B) und bei 4 °C gelagert. 
 
D)  FKS (10 %) in TBS 
Zum sofortigen Gebrauch wurden 36 ml TBS-Puffer (3.6.1 B) mit 4 ml hitzeinaktiviertem und 
sterilfiltriertem (3.5.1 B) fötalen Kälberserum (FKS; Kraeber GmbH & Co, Ellerbek) unter der 
Reinraumwerkbank gemischt. 
 
E)  DMSO (10 %) in HBSS 
Zum sofortigem Gebrauch wurden 5 ml Dimethylsulfoxid (DMSO, p.a.; Fa. Merck, 
Darmstadt) mit 45 ml HBSS-Puffer (3.6.1 C) unter der Reinraumwerkbank gemischt. 
 
F)  NaCl-Lösung (Natriumchloridlösung 5 M) 
2,92 g Natriumchlorid (NaCl, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) wurden in 200 ml bidestilliertem 
Wasser gelöst mit HCl 37% (p.a.; Fa. Roth, Karlsruhe) auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt, 
mit bidestilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 300 ml aufgefüllt und autoklaviert. 
 
G)  Chloroquin-Stammlösung 
51,6 mg Chloroquin (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) wurden mit 0,5 ml 1 M 
Trispuffer pH 7,4 (3.1.1 E) und 0,28 ml 5 M Natriumchloridlösung (3.6.1 F) in 9,22 ml 
bidestilliertem Wasser gelöst, sterilfiltriert (3.2.1 A) und aliquotiert bei -20 °C und vor Licht 
geschützt gelagert. 
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H)  DMEM-Chloroquin-FKS-Medium 
2 ml hitzeinaktiviertes, sterilfiltriertes (3.5.1 B) Fötales Kälberserum (FKS; Kraeber GmbH & 
Co, Ellerbek) und 1 ml Chloroquin-Stammlösung (3.6.1 G) werden zum sofortigen Gebrauch 
mit 97 ml DMEM-Medium ohne FKS (3.5.1 B) unter der Reinraumwerkbank gemischt. 
 
3.6.2 Durchführung einer Transfektion (DEAE-Dextran-Methode) 
Die DEAE-Dextran-Methode einer Transfektion nutzt die Eigenschaft des Polykations DEAE-
Dextran, DNA zu komplexieren und an der Zelloberfläche zu adsorbieren. Die gebildeten 
DNA-DEAE-Dextran-Präzipitate können so in Endosomen eingeschlossen durch Phagozytose 
in die Zellen aufgenommen werden (LOPATA et al., 1984). 
Die transiente Transfektion wurde in einer Modifikation der klassischen DEAE-
Dextran-Methode durchgeführt. 24 Stunden vor dem Zeitpunkt der Transfektion wurden ca. 
500.000 COS1-Zellen (3.5.2) in Petrischalen mit einem Durchmesser von 92 mm (Fa. Sarstedt, 
Nümbrecht) ausgesät und in 12 ml Kulturmedium (3.5.1 B) im Brutschrank (Begasungs-
brutschrank BB6220; Fa. Heraeus Instruments, Hanau) bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Am 
folgenden Tag wurden 20 µg des Plasmids mit 83,6 µl DEAE-Dextran (3.6.1 A) und TBS-
Puffer (3.6.1 B) zu 180 µl ergänzt, sorgfältig gemischt und für 30 min bei Raumtemperatur 
komplexiert. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit je 8 ml HBSS-Puffer (3.6.1 C) wurde 
das Copräzipitat aus DNA und DEAE-Dextran mit 4 ml FKS (10%) in TBS (3.6.1 D) 
vorsichtig gemischt, auf die vorbereiteten COS1-Zellen pipettiert und nach vorsichtigem 
Schwenken für weitere 4 Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach dem Absaugen des 
Überstands wurden 5 ml einer auf 37 °C vortemperierten Lösung von DMSO (10 %) in HBSS 
(3.6.1 E) genau für 2 min auf die COS-Zellen appliziert und erneut abgesaugt, bevor die Zellen 
in 10 ml eines ebenfalls auf 37 °C vorgewärmten DMEM-Chloroquin-FKS-Mediums (3.6.1 H) 
für weitere 4 Stunden inkubiert wurden (LUTHMAN und MAGNUSSON, 1983). Danach wurden 
die Zellen erneut zweimal mit je 8 ml HBSS-Puffer (3.6.1 C) gewaschen und 12 ml 
Kulturmedium (3.5.1 B) zugesetzt. Nach 72 Stunden konnten die Zellen für Membran-
präparationen verwendet werden. 
 
3.6.3 Histologische LacZ - Färbung 
Zur Kontrolle der durchgeführten Transfektionen wurde eine histologische LacZ - Färbung 
durchgeführt. Dazu wurde zusätzlich zu jeder Transfektion (3.6.2) parallel ein Plasmid 
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transfiziert, dessen Gensequenz für die β-Galactosidase kodiert (β-Gal-cDNA / pcDNA3; Fa. 
Invitrogen GmbH, Karlsruhe). Dieses Enzym kann den farblosen Farbstoff X-Gal zu einem 




A)  X-Gal (10 mg/ml) 
500 mg 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactosid (X-Gal; Fa. Roth, Karlsruhe) wurden unter 
dem Abzug in 50 ml N,-N-Dimethylformamid (N,-N-DMF, zur Synthese.; Fa. Roth, 
Karlsruhe) gelöst und vor Licht geschützt bei -20 °C gelagert. 
 
B)  Magnesiumchlorid-Lösung (2 M) 
40,66 g Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2 · 6 H20, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) wurden in 
100 ml bidestilliertem Wasser gelöst und bei 4 °C gelagert. 
 
C)  Kaliumhexacyanoferrat(II)-Lösung (0,5 M) 
1056 mg Kaliumhexacyanoferrat(II)-Trihydrat (K4[Fe(CN)6] · 3 H20; Fa. Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH, Taufkirchen) wurden in 5 ml bidestilliertem Wasser gelöst und vor Licht 
geschützt bei 4 °C gelagert. 
 
D)  Kaliumhexacyanoferrat(III)-Lösung (0,5 M) 
823 mg Kaliumhexacyanoferrat(III) (K3[Fe(CN)6]; Fa. Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Tauf-
kirchen) wurden in 5 ml bidestilliertem Wasser gelöst und vor Licht geschützt bei 4 °C 
gelagert. 
 
E)  Triton® X-100 (0,2%) in CMF-PBS 
200 µl Triton® X-100 (Fa. Boehringer, Mannheim) wurden in CMF-PBS (3.5.1 F) auf ein 
Gesamtvolumen von 100 ml gelöst. 
 
F)  Paraformaldehyd (3%) in CMF-PBS 
Unter dem Abzug wurden 30 g Paraformaldehyd (reinst; Fa. Merck, Darmstadt) in 900 ml auf 
60 °C vorgewärmten CMF-PBS-Puffer (3.5.1 F) durch Rühren gelöst und mit 10 N NaOH auf 
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einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. Nach Ergänzen mit CMF-PBS auf ein Endvolumen von 
1000 ml wurde die Lösung filtriert und tiefgekühlt in Aliquoten bei -20 °C gelagert. 
 
G)  Färbelösung 
Zum sofortigen Gebrauch wurden 100 µl 0,5 M Kaliumhexacyanoferrat(II)-Lösung (3.6.3.1 C) 
und 100 µl 0,5 M Kaliumhexacyanoferrat(III)-Lösung (3.6.3.1 D) mit 1 ml X-Gal (3.6.3.1 A) 
und 10 µl 2 M Magnesiumchlorid-Lösung (3.6.3.1 B) auf ein Endvolumen von 10 ml in 
bidestilliertem Wasser gelöst. 
 
3.6.3.2 Durchführung und Auswertung der LacZ - Färbung 
Nach Transfektion (3.6.2) des β-Galactosidase-Plasmids (3.6.3) in COS1-Zellen (3.5) und 
Inkubation im Brutschrank (Begasungsbrutschrank BB6220, Fa. Heraeus Instruments, Hanau) 
bei 37 °C und 5 % CO2 für 48 Stunden, wurden die Zellen zweimal mit CMF-PBS (3.5.1 F) 
gewaschen und mit 5 ml einer 3 %igen Paraformaldehyd-Lösung im CMF-PBS (3.6.3.1 F) 
versehen. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurden die Zellen zunächst zweimal mit 
CMF-PBS (3.5.1 F) gewaschen und für 10 min mit 5 ml 0,2 % Triton® X-100 behandelt, bevor 
die Zellen viermal erneut mit CMF-PBS (3.5.1 F) gewaschen und mit 10 ml der Färbelösung 
(3.6.3.1 G) für 24 Stunden inkubiert wurden. Am nächsten Tag erfolgte unter dem Mikroskop 
die Bestimmung der Transfektionseffizienz. 
Transfizierte Zellen erscheinen durch Expression der β-Galactosidase und Umsatz des 
farblosen Farbstoffes X-Gal blau. Der prozentuale Anteil blau gefärbter Zellen an der 
Gesamtmenge der ausgezählten Zellen bestimmt die Transfektionsdichte. 
 
3.7 Membranpräparation 
3.7.1 Lösungen und Medien 
A)  Phosphat-Spülpuffer 
12 g Natriumchlorid (NaCl, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt), 300 mg Kaliumchlorid (KCl, p.a.; Fa. 
Merck, Darmstadt) und 1725 mg Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4, p.a.; Fa. Merck, 
Darmstadt) wurden mit 150 mg Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2 · 6 H20, p.a.; Fa. 
Merck, Darmstadt) und 150 mg Calciumchlorid (CaCl2, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) in 
1000 ml bidestilliertem Wasser gelöst. Nach der Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 mit 
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1 N HCl wurde der Puffer mit bidestilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 1500 ml 
aufgefüllt und bei 4 °C gelagert. 
 
B)  Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, 100 mM) 
8,71 mg Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen) wurden in 500 µl Ethanol (Ethanol ≥ 99,8 %; Fa. Roth, Karlsruhe) gelöst. 
 
C)  Lyse-Medium (pH 8,0) 
60,5 mg 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris; Fa. Roth, Karlsruhe) wurden mit 
100 µl 100 mM PMSF-Lösung (3.7.1 B) in 90 ml bidestilliertem Wasser gelöst, der pH-Wert 
mit 1 N HCl auf 8,0 eingestellt und mit bidestilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 100 ml 
aufgefüllt. 
 
D)  Homogenisations-Medium (pH 7,4) 
303 mg 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris; Fa. Roth, Karlsruhe) wurden mit 
50 µl 100 mM PMSF-Lösung (3.7.1 B) in 40 ml bidestilliertem Wasser gelöst, der pH-Wert 
mit 1 N HCl auf 7,4 eingestellt und mit bidestilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 50 ml 
aufgefüllt. 
 
E)  Tris-Puffer (5 mM, pH 7,4) 
60,5 mg 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris; Fa. Roth, Karlsruhe) wurden in 
90 ml bidestilliertem Wasser gelöst, der pH-Wert mit 1 N HCl auf 7,4 eingestellt und mit 
bidestilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 100 ml aufgefüllt. 
 
3.7.2 Durchführung der Membranpräparation aus COS1-Zellen 
Nach einer 72-stündigen Inkubation der transfizierten COS-Zellen (3.6) und Absaugen des 
Kulturmediums (3.5.1 B) aus den Petrischalen, wurde der Zellrasen zunächst mit 5 ml 
Phosphat-Puffer (3.7.1 A) gewaschen und mit einer Gummilippe und weiteren 3 ml des Puffers 
vom Boden der Kulturschalen abgelöst. Diese Zellsuspension wurde in ein Zentrifugen-
Röhrchen mit spitzem Boden überführt und die Kulturschalen zweimal mit 2 ml Phosphat-
Puffer (3.7.1 A) nachgespült. Nach einer Zentrifugation der Suspension für 5 min bei 100 x g 
(Heraeus Megafuge 1.OR, Rotor 2705, 900 Upm; Fa. Heraeus Instruments, Hanau) wurde das 
Sediment in jeweils 500 µl vorgekühltem Lyse-Medium (3.7.1 C) resuspendiert und in einen 
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Glashomogenisator (Fa. Kontes Glass Company, Vinelind, NJ, USA) überführt. Innerhalb 
einer 30-minütigen Inkubation der Suspension auf Eis, wurden die Zellen durch das hypotone 
Lyse-Medium (3.7.1 C) osmotisch zerstört, bevor die Zellfragmente unter Kühlung in 40 
Hüben mit einem Teflonpistill bei 500 Upm mechanisch homogenisiert wurden. Nach erneuter 
Zentrifugation der Zell-Bruchstücke bei 4 °C und 38.000 x g für 30 min (Kühlzentrifuge GR 
2022, Rotor AG 2.20, 20.000 Upm; Fa. Jouan GmbH, Unterhaching) und Resuspendierung in 
jeweils 100 µl kaltem Homogenisations-Medium (3.7.1 D) folgte ein weiterer Zentrifugations-
schritt für 1 Stunde bei 4 °C und 38.000 x g. Dieses Sediment - im folgenden als Membranen 
bezeichnet - wurde in jeweils 250 µl kaltem 5 mM Tris-Puffer (3.7.1 E) resuspendiert und nach 
erneuter Homogenisierung aliquotiert bei -70 °C gelagert. 
 
3.8 Bindungsexperimente an COS1-Membranen 
3.8.1 Puffer für Bindungsexperimente 
A)  Standardpuffer I (Tris-Puffer, 50 mM, pH 7,4) 
60,55 g 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris; Fa. Roth, Karlsruhe) wurden in 
9,5 l bidestilliertem Wasser gelöst, mit HCl 37% (p.a.; Fa. Roth, Karlsruhe) auf einen pH-Wert 
von 7,4 eingestellt, mit bidestilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 10,0 l aufgefüllt und 
bei 4 °C gelagert. 
 
B)  Standardpuffer II (Tris-Puffer, 200 mM, pH 7,4) 
121,1 g 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris; Fa. Roth, Karlsruhe) wurden in 
4,5 l bidestilliertem Wasser gelöst, mit HCl 37% (p.a.; Fa. Roth, Karlsruhe) auf einen pH-Wert 
von 7,4 eingestellt, mit bidestilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 5,0 l aufgefüllt und bei 
4 °C gelagert. 
 
3.8.2 Stammlösungen 
Aus den folgenden Stammlösungen wurde durch stufenweise Verdünnung mit Standard-
puffer I (3.8.1 A) bzw. Standardpuffer II (3.8.1 B) die im Bindungsexperiment jeweils 
benötigte Konzentration der Lösungen hergestellt. 
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A)  Glibenclamid-Stammlösung (1 mM) 
4,94 mg Glibenclamid (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) wurden bei 37 °C in 
10 ml 50 mM NaOH unter Rühren über Nacht gelöst und aliquotiert bei -20 °C gelagert. 
 
B)  Pinacidil-Stammlösung (20 mM) 
5,26 mg Pinacidil (Fa. Leo GmbH Pharmazeutische Produkte, Dreieich) wurden in 25 ml 
25 mM HCl gelöst und vor Licht geschützt zu Aliquoten bei -20 °C gelagert. 
 
C)  Diazoxid-Stammlösung (10mM) 
44,75 mg Diazoxid (Fa. Essex Pharma GmbH, München) wurden in 20 ml 40 mM NaOH 
gelöst und zu Aliquoten bei -20 °C gelagert. 
 
D)  Magnesiumchlorid in Standardpuffer I (50 mM) 
1,02 g Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2 · 6 H20, p.a.; Fa. Merck, Darmstadt) wurden in 
100 ml Standardpuffer I (3.8.1 A) gelöst und bei 4 °C gelagert. 
 
E)  MgATP-Lösung (25 mM) 
Zum sofortigen Gebrauch wurden 30,26 mg Adenosintriphosphat-Trihydrat (ATP · 3 H20; Fa. 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) in 1000 µl 50 mM Magnesiumchlorid-Lösung 
(3.8.2 D) und 1000 µl Standardpuffer I (3.8.1 A) gelöst. 
 
3.8.3 Lösungen der Radioliganden  
A)  [3H]Glibenclamid−Stammlösung (3 nM; 51,4 Ci / mmol) 
4 µl [3H]Glibenclamid (250 µCi / 250 µl; Fa. DuPont NEN Products, Boston, USA) wurden 
mit 40 ml Standardpuffer I (3.8.1 A) gemischt. Die Konzentration an [3H]Glibenclamid wurde 
durch Flüssigkeits-Szintillationszählung kontrolliert und korrigiert, wenn die Abweichung vom 
Sollwert (33840 dpm / 100 µl) größer als 5 % war. 
 
B)  [3H]P1075-Stammlösung (30 nM; 121 Ci / mmol) 
360 µl [3H]P1075 (250 µCi / 5000 µl; Fa. Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, 
Freiburg) wurden mit 4640 µl Standardpuffer I (3.8.1 A) gemischt. Die Konzentration an 
[3H]P1075 wurde durch Flüssigkeits-Szintillationszählung kontrolliert und korrigiert, wenn die 
Abweichung vom Sollwert (79920 dpm / 10 µl) größer als 5 % war. 
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3.8.4 Vorbereitung der Membranen 
Aliquote der bei -70 °C gelagerten Membranen (3.7.2) wurden bei 4 °C aufgetaut und in 
Standardpuffer I (3.8.1 A) resuspendiert. Die verdünnte Membransuspension wurde in einem 
20 ml Polystyrol-Mehrzweckgefäß (Fa. Sarstedt, Nümbrecht) 8-10 mal für jeweils ca. eine 
Sekunde mit einem Ultraschallaufschlussgerät unter Eiskühlung extern beschallt (Sonifier 
B-12 mit Standard-Resonator, output control: Stufe 7, duty cycle 25 %, nicht gepulst; Fa. 
Branson Sonic Power Company, Danbury, USA). Die Verdünnung der Membransuspension 
wurde in Abhängigkeit von der Expressionsdichte der Zielproteine (SUR-Isoformen, Punkt-
mutationen und Chimären) über die Maximal-Bindung von [3H]Glibenclamid bzw. [3H]P1075 
in Anwesenheit von 10 mM MgATP (3.8.2 E) definiert. 
 
3.8.5 Gleichgewichtsbindungsexperimente 
3.8.5.1 Prinzip des Gleichgewichtsbindungsexperiments und Filtrationsassays 
Ziel eines Gleichgewichtsbindungsexperiments ist die Untersuchung der Wechselbeziehung 
zwischen Rezeptoren und Liganden (Rezeptor-Ligand-Bindungsstudie). Radioliganden (3.8.3) 
und nicht-markierte Liganden (3.8.2 A bis C) werden mit vorbereiteten Membranen (3.8.4) bis 
zur Einstellung eines Reaktionsgleichgewichtes inkubiert. Die Beendigung der Bindungs-
reaktion erfolgt durch die Trennung der an den Rezeptor gebundenen Radioliganden von den 
im Inkubationsmedium verbleibenen freien Radioliganden. Eine dafür übliche Methode ist die 
Zentrifugation oder Filtration (REPKE und LIEBMANN, 1987). Die Bestimmung der emittierten 
β-Strahlung der am Rezeptor gebundenen Radioliganden erlaubt die Charakterisierung von 
Pharmaka und Rezeptorkonstrukten, Ermittlung von Affinitäten diverser Liganden sowie eine 
Quantifizierung der Rezeptor-Bindungsstellen. Ein schnelles und effektives Verfahren zur 
Trennung von freien und gebundenen Liganden bei Radioligandbindungsstudien ist die 
Vakuumfiltration (BENNETT, 1978). Da der Radioligand-Rezeptor-Komplex während der 
Filtration jedoch einem radioligandfreien Waschpuffer ausgesetzt ist, wird dieses Verfahren 
nur für Ligand-Rezeptor-Komplexe empfohlen, deren Dissoziationskonstanten im unteren 
nanomolaren Bereich liegen (REPKE und LIEBMANN, 1987). 
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3.8.5.2 Durchführung der Bindungsstudien 
Die Inkubationen wurden standardisiert in 1,5 ml- und 2,0 ml-Reagiergefäßen ohne Deckel 
bzw. 20 ml Polystyrol-Mehrzweckgefäßen (Fa. Sarstedt, Nümbrecht) bei Raumtemperatur 
durchgeführt und enthielten im Reaktionsansatz neben Radioliganden definierter Molaritäten 
(3.8.3), Stammlösungen unterschiedlicher Konzentrationen (3.8.2) und Standardpuffer (3.8.1). 
Wenn nicht abweichend angegeben, wurden alle Inkubation durch Zugabe von mikrosomalem 
Protein (Membranen, 3.8.4) gestartet und nach 60 min durch Filtration beendet. 
 
A)  Bindung von [3H]Glibenclamid 
Das Inkubationsmedium enthielt [3H]Glibenclamid (3.8.3 A) in einer Endkonzentration von 
0,3 nM, Standardpuffer I (3.8.1 A) und mikrosomales Membranprotein (3.8.4). Durch parallele 
Inkubation von Ansätzen, die neben [3H]Glibenclamid zusätzlich einen Überschuss nicht-
markiertes Glibenclamid (100 nM, 3.8.2 A) enthielten, konnte die unspezifische Bindung 
bestimmt werden. Die spezifische Bindung wurde durch Subtraktion der unspezifischen 
Bindung von der Gesamtbindung bestimmt. 
 
B)  Bindung von [3H]P1075 
Das Inkubationsmedium enthielt [3H]P1075 (3.8.3 B) in einer Endkonzentration von 3 nM, 
Standardpuffer II (3.8.1 B), mikrosomales Membranprotein (3.8.4), MgATP-Lösungen 
(3.8.2 E) unterschiedlicher Molaritäten sowie freies Magnesiumchlorid (3.8.2 D). Durch 
parallele Inkubation von Ansätzen, die neben [3H]P1075 zusätzlich einen Überschuss nicht-
markiertes Pinacidil (100 µM, 3.8.2 B) enthielten, konnte die unspezifische Bindung bestimmt 




[3H]Glibenclamid (3.8.3 A) bzw. [3H]P1075 (3.8.3 B) in Endkonzentrationen von 0,3 nM bzw. 
3 nM wurden durch nicht-markiertes Glibenclamid oder nicht-markiertes Pinacidil aus der 
Bindung verdrängt. Die jeweiligen Endkonzentrationen im Inkubationsansatz und weitere 
Parameter sind im Ergebnisteil angegeben und wurden durch Zugabe von Aliquoten und 
Verdünnungen der Stammlösungen (3.8.2) eingestellt. 
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Zur Einstellung eines Bindungsgleichgewichts wurden vorbereitete Membranen (3.8.4) in 
Standardpuffer (3.8.1) mit 0,3 nM [3H]Glibenclamid (3.8.3 A) bzw. 3 nM [3H]P1075 (3.8.3 B) 
in 20 ml Polystyrol-Mehrzweckgefäßen (Fa. Sarstedt, Nümbrecht) für 60 min vorinkubiert. Die 
Konzentrationen weiterer Substanzen und Lösungen im Inkubationsansatz sind im Ergebnisteil 
angegeben und wurden durch Zugabe von Aliquoten und Verdünnungen der Stammlösungen 
(3.8.2) eingestellt. Durch Zusatz von nicht-markiertem Glibenclamid bzw. nicht-markiertem 
Pinacidil oder der Kombination beider Substanzen zum Startzeitpunkt wurde die 
Dissoziationsreaktion begonnen, in definierten Zeitintervallen ein Aliquot entnommen und die 
Bindungsreaktion wie beschrieben (s. 3.8.5.2.3) mit Hilfe eines Filtrationsassays beendet. 
 
3.8.5.2.3 Durchführung der Filtration und Szintillationszählung 
Freie und am Rezeptor gebundene Liganden des Inkubationsansatzes wurden über 
Vakuumfiltration durch ein Glasfaserfilter getrennt.  
Die Filtrationsapparatur, bestehend aus einer Saugflasche (2000 ml, Duran® Glas 
vakuumfest; Fa. Schott Geräte GmbH, Mainz) mit einem Membranfilteraufsatz, war an eine 
Vakuumpumpe (Membranpumpe mit Druckregler; Fa. Vaccubrand, Wertheim) angeschlossen. 
Das Inkubationsgemisch eines Ansatzes oder eines Aliquots wurde auf ein Glasfaserfilter 
(Whatman Filter GF/B, Durchmesser 25 mm; Fa. Whatman International Ltd., Maidstone, UK) 
pipettiert, das vor Verwendung in auf 4 °C gekühlten Standardpuffer I (3.8.1 A) eingelegt 
wurde. Das Filter wurde anschließend dreimal mit gekühltem Standardpuffer I gespült, nach 
dem Spülvorgang in ein Zählgefäß (Mini Vial C; Fa. Roth, Karlsruhe) überführt und mit 4 ml 
Szintillationsflüssigkeit (LumasafeTM Plus, Fa. Lumac; LSC B.V, Groningen, NL) versehen. 
Nach Äquilibrierung für 24 Stunden bei Raumtemperatur konnte der [3H]-Gehalt des Filters in 
einem Flüssigkeits-Szintillationszähler (Tri-Carb 2100 TR; Fa. Canberra Packard Central 
Europe GmbH, Schwadorf, A) ermittelt werden. 
 
3.9 Datenbanksuche und Sequenzvergleich 
Zur Untersuchung von Sequenzmotiven bzw. Charakterisierung funktionell kritischer 
Aminosäuren des SUR wurden Homologiesuchen durchgeführt (PEARSON und LIPMAN, 1988). 
Dabei wird die Ähnlichkeit von gesuchter und Ausgangs-Proteinsequenz nach mathematischen 
Algorithmen bestimmt. Anhand diverser Parameter wie z.B. bit-score, p-value und e-value 
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(ALTSCHUL et al., 1990a; 1990b) wurden erste Rückschlüsse auf den Grad der Über-
einstimmung der Proteine bzw. einzelner Sequenzen gezogen. 
Mit Hilfe des ClustalX (1.81; HIGGINS und SHARP, 1988; THOMPSON et al., 1997) und 
der in der Proteinbank der National Institutes of Health (NIH, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
vorhandenen Sequenzen wurde ein Alignment oder Multiple Alignment für multiple 
Vergleiche nach der Cluster-Methode durchgeführt. Neueste Versionen des ClustalX für 
Windows finden sich laufend aktualisiert unter: ftp://ftp.embl-heidelberg.de bzw. 
www-igbmc.u-strasbg.fr/BioInfo  . 
 
3.10 Homologiemodell 
Sequenz-Details und biologische sowie strukturelle Daten der Proteinbank (PDB) des Research 
Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB; BERMAN et al., 2000; 
http://www.rcsb.org/pdb) waren Grundlage für die Modell-Strukturen der NBFs des SUR, die 
in enger Zusammenarbeit mit Dr. H.J. HECHT (Abteilung für Strukturbiologie der Gesellschaft 
für Biotechnologische Forschung (GBF), Braunschweig) entwickelt wurden. Basis für die 
Strukturmodelle der NBFs des SUR war die hochauflösende Kristallstruktur einer Untereinheit 
des humanen Antigen Peptid Transporters (TAP1; GAUDET und WILEY, 2001). 
Für den Vergleich der Aminosäuresequenzen wurde das Programm BRAGI 
(SCHOMBURG und REICHELT, 1988) und zur Berechnung der Analogmodelle das „program O“ 
(JONES, 1985) verwendet. Für die Bildgebung der Strukturen kam die Anwendung 
MolScript v2.1.2 (KRAULIS, 1991; http://www.avatar.se/molscript) zum Einsatz, bevor die 
Analogmodelle schließlich mit gl_render (ESSER L., unveröffentlicht) und POV-RaYTM 
(http://www.povray.org) dargestellt werden konnten. 
 
3.11 Datenauswertung 
Die Approximation der Kurven gemäß der beschriebenen Formeln erfolgte unter Verwendung 




Die Ergebnisse sind als arithmetische Mittelwerte ± Standardabweichung des Mittelwerts 
(SEM) für N unabhängige Einzelexperimente angegeben. Signifikanzen wurden unter 
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Verwendung des zweiseitigen U-Tests nach WILCOXON, MANN UND WHITNEY für multiple 




Zur Analyse der Beziehung zwischen Substanzkonzentration und Bindung wurde unter der 
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B ist die spezifische Bindung, [A] die freie Substanzkonzentration, EC50 die halbmaximal-




Die Dissoziationskonstanten (KD) für die Bindung an den Sulfonylharnstoffrezeptor wurden 
mittels der Cheng-Prusoff-Korrektur aus den halbmaximal-inhibitorischen Konzentrationen 

















KD ist die Dissoziationskonstante der verdrängenden Substanz, [AR] die Konzentration und 
KD(R) die Dissoziationskonstante des Radioliganden. 
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A)  Monophasische Dissoziation 
Die Analyse der Dissoziationskinetiken mit monophasischem Verlauf wurden unter 
Verwendung folgender Funktion (4) analysiert: 
 
(4)  )(100B kte −⋅=
 
B ist die Konzentration des spezifisch gebundenen Liganden zum Zeitpunkt t, k ist die 
Geschwindigkeitskonstante und t ist die Zeit. 
 
 
B)  Biphasische Dissoziation 






21 BBB tktk ee −− ⋅+⋅=
 
B ist die Gesamtmenge des spezifisch gebundenen Liganden zum Zeitpunkt t, B1 und B2 sind 
die zum Zeitpunkt t = 0 min auf die beiden Komponenten entfallenden Anteile der Bindung, k1 







4.1 3D-Struktur von NBF1 und NBF2 des SUR2A 
4.1.1 Einführung 
Zahlreiche Punktmutationen, Deletionen und Insertionen in SUR1 sind ursächlich für den 
Hyperinsulinismus des Kleinkindalters (HI; hyperinsulinism in infancy) - einer lebens-
bedrohlichen Erkrankung mit Insulinhypersekretion trotz hypoglykämischer Stoffwechsellage 
(s.a. 1.1). Diese Mutationen befinden sich im gesamten SUR (Abb. 11). Auffällig ist, dass sich 
die HI-induzierenden Mutationen mit einer hohen Frequenz vor allem in NBF2 häufen und nur 
sehr wenige Mutationen in NBF1 lokalisiert sind. Insgesamt sind bislang über 80 Mutationen 
in SUR1 bekannt, die mit HI assoziiert sind - mehr als 60 % davon finden sich in NBF2  
(FOURNET und JUNIEN, 2003). 
 
 
      
 
 
Abb. 11 Lokalisierung von HI-Mutationen in SUR1. HI-assoziierte Substitutionen, Deletionen 
und Insertionen sind im transmembranären Topologie-Modell des SUR1 nach TUSNADY et al., 
1997 und CONTI et al., 2001 dargestellt. Polymorphismen und Mutationen, die zu Leseraster-
Verschiebungen führen, sind nicht aufgeführt (Abb. in Anlehnung an TAWAKKOL, 2001; TMD 





Um der Ursache für die Häufung der Mutationen in NBF2 nachzugehen, wurden sowohl 
hochkonservierte, als auch HI-analoge Aminosäuren in NBF2 und NBF1 substituiert und die 
funktionellen Auswirkungen über die Induktion der Bindung von [3H]P1075 durch MgATP 
und die Verdrängung von [3H]P1075 durch nicht markiertes Pinacidil bzw. [3H]Glibenclamid 
durch nicht-markiertes Glibenclamid in Radioligandbindungsstudien vergleichend an der 
Chimäre I Y1205A analysiert. Diese Chimäre besitzt anders als die physiologisch vorkommenden 
Isoformen des SUR beide Bindungsstellen (für Sulfonylharnstoffe und Kalium-Kanal-Öffner) 
in hochaffiner Form (s.a. 4.1.2). 
Ausgangspunkt für das Modelling der Tertiärstrukturen der NBF1 und NBF2 des SUR 
war die hochauflösende Kristallstruktur einer humanen Nukleotid-bindenden Untereinheit 
(s.a. 4.1.3). Diese 3D-Strukturen bieten eine Grundlage zur Interpretation funktioneller 
Konsequenzen von Mutationen, die mit der Störung der Insulinsekretion (SUR1) einhergehen 
oder analog z.B. für cardiovaskuläre Erkrankungen (SUR2A und SUR2B) verantwortlich sein 
könnten. 
 
4.1.2 Charakterisierung des Chimäre I Y1205A 
Während SUR1 eine hohe Affinität für die Bindung von SUs wie z.B. Glibenclamid aufweist, 
zeigen die SUR2-Isoformen eine deutlich niedrigere Affinität für die Bindung dieser 
Substanzen. Für die Bindung von KCOs wie z.B. P1075, Pinacidil oder Diazoxid hingegen 
verhalten sich die Affinitäten der Isoformen des Rezeptors umgekehrt. Eine kritische Rolle für 
die Bindung der KCOs spielen u.a. die NBFs des Rezeptors, wobei der Austausch der NBF1 
und NBF2 des SUR2A gegen die korrespondierenden Bereiche des SUR1 keinen Einfluss auf 
die Affinitäten von P1075 und Pinacidil zeigte (SCHWANSTECHER et al., 1998; UHDE, 2001). 
Um Mutationen in den NBFs des SURs detailliert zu analysieren, wurde eine Chimäre 
des Rezeptors konstruiert, die neben der für SUR2-Isoformen typischen hohen Affinität für 
KCOs, ebenfalls eine für die SUR1-Isoform charakteristische hohe Affinität für SUs besitzt 
(TOMAN, 2001). Die Chimäre I Y1205A vereinigt die Eigenschaften beider Isoformen SUR1 und 
SUR2A (Abb. 12) und bildet damit eine Grundlage zur strukturellen und funktionellen 


















Abb. 12 Charakterisierung der 
Chimäre I Y1205A. Teil A der Abbil-
dung zeigt eine schematische 
Übersicht des SUR1, SUR2A und 
der Chimäre I Y1205A in der von 
TUSNADY et al., 1997 und CONTI 
et al., 2001 vorgeschlagenen 
Membrantopologie. Die Chimäre 
I Y1205A besteht aus dem Rückgrat 
des rat SUR2A (Aminosäure-
sequenz: AS 1-1503), den 42 C-
terminalen Aminosäuren des ham 
SUR1 (AS 1541-1582 in Position 
der AS 1504-1545 des rat SUR2A) 
und einer Substitution des Tyro-
sins in Pos. 1205 (|) in der Sul-
fonylharnstoff-bindenden Region 
(SUBR) gegen Alanin (UHDE et 
al., 1999; TOMAN, 2001). In Teil B der Abbildung sind die Dissoziationskonstanten für 
Glibenclamid und Pinacidil für die Chimäre I Y1205A im direkten Vergleich zu den Isoformen 
SUR1 und SUR2A angegeben (a SIEVERDING, 1998a; b DÖRSCHNER et al., 1999; 
c SCHWANSTECHER et al., 1998). Aus N = 4-7 unabhängigen Einzelexperimenten ergaben sich 
folgende KD-Werte und Hill-Koeffizienten (in Klammern) für Glibenclamid: SUR1 0,44 ± 0,11 
nM (-0,96), SUR2A 0,29 ± 0,04 µM (-1,01) und Chimäre I Y1205A 4,3 ± 0,23 nM (-0,99) bzw. 
für Pinacidil: SUR1 >10 mM (# der KD-Wert für Pinacidil an SUR1 wurde aus dem KD für 
P1075 an SUR1 (GROSS et al., 1999) unter der Annahme eines konstanten Faktors für die Ver-
schiebung der Affinitäten für P1075 und Pinacidil errechnet), SUR2A 0,40 ± 0,02 µM (-0,98) 
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Teil C der Abbildung zeigt den 
Einfluss der Konzentration von 
MgATP auf die Bindung von 
[3H]P1075 an Chimäre I Y1205A. 
Die Induktion der Bindung von 
[3H]P1075 durch steigende 
Konzentrationen von ATP und 
äquimolarem Mg2+ wurde an 
Membranen aus COS1-Zellen 
durchgeführt, die transient die 
Chimäre I Y1205A exprimierten. 
Die Inkubationen wurden in 500 
µl Ansätzen durchgeführt, die 
3 nM [3H]P1075, die angegebe-
nen Konzentrationen eines Mg-
Komplexes von ATP und 1 mM 
freies Mg2+ enthielten. Durch 
Zugabe von Membranen wurden 
die Inkubationen gestartet und 
nach 60 min durch Filtration 
beendet (s.a. 3.8.5). Das Ergebnis ist in Prozent der spezifischen Bindung von [3H]P1075 in 
Gegenwart von 10 mM MgATP angegeben. Die unspezifische Bindung wurde in Reaktions-
ansätzen ermittelt, die zusätzlich 100 µM Pinacidil enthielten. Aus den Mittelwerten ± SEM 
und der resultierenden Bindungskurve ergab sich aus N = 7 unabhängigen Einzelexperimenten 
ein EC50-Wert und Hill-Koeffizient (in Klammern) von 14 ± 2 µM (1,01). 
MgATP (µM)

























4.1.3 3D-Modelling der NBFs von SUR2A 
Zur Aufklärung der Funktion von Proteinen ist die Kenntnis der Raumstrukturen wesentlich. 
Diese können durch Röntgenstrukturanalysen an Proteinkristallen erhalten werden. Während 
für die Kristallbildung wasserlöslicher, kleiner Proteine Routineverfahren zur Verfügung 
stehen, ist die Kristallisierung lipophiler, großer Membranproteine äußerst schwierig und 
bislang für komplette ABC-Transporter (ABC = ATP binding casette; ATP-bindende 
Kassettenproteine) nicht gelungen (SCHNEIDER, 2000). Im Jahre 1998 konnte durch 
Kristallisierung einer Nukleotid-bindenden Domäne (NBF) der bakteriellen Histidinpermease 
(HisP) von Salmonella typhimurium (HUNG et al., 1998) erstmals die Tertiärstruktur eines 
Nukleotid-bindenden Proteins von ABC-Transportern aufgeklärt werden. Zwischenzeitlich ist 
die Struktur Nukleotid-bindender Untereinheiten zahlreicher ABC-Proteine bekannt (HUNG et 
al., 1998; DIEDERICHS et al., 2000; GAUDET und WILEY, 2001; KARPOWICH et al., 2001; 
LAMERS et al., 2000; YUAN et al., 2001). Auf Basis von Röntgenstrukturanalysen verwandter 





Homologie-Modelle ableiten. Berechnungsgrundlage dazu war eine Untereinheit des humanen 
Antigen Peptid Transporters, des sog. TAP1, die eine sehr große Sequenzhomologie zu den 
NBFs des Sulfonylharnstoffrezeptors zeigte (Abb. 13 und 14). 
 Der humane Antigen Peptid Transporter (TAP), der als Bestandteil der Immunabwehr 
an der Translokation von in Proteasomen verdauten cytosolischen Peptiden zum 
endoplasmatischen Retikulum beteiligt ist, besteht als heterodimerer Komplex aus zwei 
strukturell sehr ähnlichen Untereinheiten: TAP1 und TAP2 (KELLY et al., 1992). Diese 
Untereinheiten gliedern sich jeweils in eine N-terminale transmembranäre Domäne mit acht 
(für TAP1) bzw. sieben (für TAP2) membranspannenden Regionen und eine intrazellulär 




       
 
 
Abb. 13 Vergleich der Membrantopologie des humanen Antigen Peptid Transporters (TAP) 
und des Sulfonylharnstoffrezeptors (SUR). Teil A der Abbildung zeigt die transmembranäre 
Topologie des humanen Antigen Peptid Transporters mit den Untereinheiten TAP1 und TAP2 
(KELLY et al., 1992; VOS et al., 1999). In Teil B der Abbildung ist die Topologie des SUR 
dargestellt (TUSNADY et al., 1997; CONTI et al., 2001). Die NBFs sowohl des TAP als auch des 





4.1.3.1 Sequenzvergleich der NBF des TAP1 und der NBFs des SUR2A 
Der Vergleich der Aminosäure-Sequenzen zeigte einen hohen Grad an Konservierung 
zwischen der NBF des TAP1 einerseits und der NBF1 und NBF2 des SUR2A andererseits, 
wobei die Übereinstimmungen in den für ABC-Proteine charakteristischen Motiven wie 
Walker A Motiv, Walker B Motiv und der sog. Linker Region natürlich besonders stark 
ausgeprägt waren. Insbesondere die identische Abfolge von β-Faltblatt- und α-Helix-
Strukturen in den drei Proteinen jedoch war Hinweis auf eine sehr ähnliche Tertiärstruktur und 





Abb. 14 Sequenzvergleich der NBFs des humanen TAP1 und rat SUR2A. Die jeweils erste 
Zeile der Reihen zeigt einen Sequenzausschnitt der NBF des humanen Antigen Peptid Trans-
porters TAP1, die zweite und dritte Zeile die Aminosäureabfolgen der NBF1 und NBF2 des 
rat SUR2A. Die Positionierung dieser Aminosäuren im Gesamtprotein ist am linken Rand der 
Zeilen angegeben. Die Sekundärstrukturen mit α-Helices (α1 bis α10) und β-Faltblatt-
Elementen (β1 bis β10) sind über den Reihen bzw. durch schwarze und graue Unterlegungen 
der Aminosäuresequenzen dargestellt. Die charakteristischen Motive eines ABC-Proteins: 
Walker A, Walker B und die sog. Linker Region, als auch hochkonservierte Aminosäuren 
(s.a. 4.2) sind durch durchgezogene bzw. gepunktete Umrahmungen hervorgehoben. Das 
Multiple Alignment der Sequenzen wurde nach der Cluster-Methode mit Hilfe des ClustalX 






4.1.3.2 Tertiärstruktur der NBF1 und NBF2 des SUR2A 
Auf Basis der Daten der hochauflösenden Kristallstruktur der C-terminalen ATPase Domäne 
des humanen Antigen Peptid Transporters TAP1 (PDB identifier: 1JJ7; GAUDET und WILEY, 
2001) und eines Sequenzvergleichs (Multiple Alignment) der Nukleotid-bindenden 
Untereinheiten des TAP1 und des SUR wurden Analogmodelle für die NBF1 und NBF2 des 
SUR2A abgeleitet (s.a. 3.9 und 3.10). In diesen Modellen verbindet je ein Bereich aus 
6 β-Faltblattstrukturen (inkl. des Walker B Motivs) die beiden Hauptsegmente (Arm I und 
Arm II) einer NBF, mit einer Domäne aus α- und β-Strukturen innerhalb des ersten Arms 
einerseits (inkl. des Walker A Motivs) und einer Domäne aus nahezu nur α-Helices des 
zweiten Arms (inkl. der sog. Linker Region) andererseits. Die ATP-bindende Tasche befindet 
sich am Ende des cytosolisch ausgerichteten ersten Arms. Innerhalb dieser Bindungsregion ist 


































Abb. 15 Analogmodell für die Tertiärstrukturen der NBFs in SURs. Diese Abbildung zeigt ein 
Modell der NBF1 bzw. NBF2 des SUR2A basierend auf den Koordinaten der hochauflösenden 
Kristallstruktur der C-terminalen ATPase Domäne des humanen Antigen Peptid Transporters 
TAP1 (PDB identifier: 1JJ7; GAUDET und WILEY, 2001). Farblich hervorgehoben sind die für 
die Familie der ABC-Transporter charakteristischen Motive: Walker A Motiv (rot), Walker B 
Motiv (grün) und die sog. Linker Region (blau). Die Organisation der Sekundärstrukturen mit 
α-Helices und β-Faltblatt-Elementen ist mit α1 bis α10 bzw. β1 bis β10 angegeben. Für den 
Sequenzvergleich wurde das Programm BRAGI (SCHOMBURG und REICHELT, 1988) und zur 
Berechnung der Analogmodelle das „program O“ (JONES, 1985) verwendet. Zur Bildgebung 
der Strukturen kam die Anwendung MolScript (KRAULIS, 1991) zum Einsatz. Das 
Analogmodell wurde schließlich mit gl_render (ESSER L., unveröffentlicht) und POV-RaYTM 
dargestellt (s.a. 3.9 und 3.10). 
 
 
4.1.3.3 Strukturelle Symmetrie der NBF1 und NBF2 des SUR2A 
Zur Analyse der strukturellen Ähnlichkeiten bzw. Abweichungen der NBF1 von NBF2 wurden 
die Analogmodelle der beiden NBFs überlagert. Trotz diskreter Unterschiede der Tertiär-
strukturen von NBF1 und NBF2 durch Insertionen in NBF1 im Vergleich zu NBF2 in den 
Positionen P692 und I840, einem Cluster von vier Aminosäuren in den Positionen S736 bis 
A739 und zweier Aspartate in den Positionen D857 und D858, zeigte sich eine weitgehende 
strukturelle Symmetrie der Modelle für die NBF1 und NBF2 des SUR2A (Abb. 16). 
 
 
Abb. 16 Überlagerung der 
Modelle für NBF1 und NBF2 
des SUR2A. Diese Abbildung 
zeigt zum einen die strukturelle 
Organisation einer NBF in die 
beiden in grün und blau 
farblich abgegrenzten Haupt-
domänen, zum anderen ist 
durch Überlagerung der Mo-
delle für NBF1 und NBF2 
neben diskreten Unterschieden 
der NBFs eine weitgehende 
strukturelle Symmetrie zu er-
kennen. Abweichungen in den 
Tertiärstrukturen durch Inser-
tionen von Aminosäuren in 
NBF1 im Vergleich zu NBF2 
in den Positionen P692, S736 
bis A739, I840, D857 und 
D858 sind rot hervorgehoben. 
(weitere Details: siehe Abb. 15) 
+ P 692
+ D 857 
+ D 858
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4.2 Charakterisierung hochkonservierter Aminosäuren in den NBFs des SUR2A 
4.2.1 Einführung 
Aus röntgenkristallographischen Untersuchungen Nukleotid-bindender Untereinheiten diverser 
ABC-Transporter wie z.B. HisP (HUNG et al., 1998), TAP1 (GAUDET und WILEY, 2001), MutS 
(LAMERS et al., 2000), MalK (DIEDERICHS et al., 2000) etc. und Untersuchungen zur 
strukturellen und funktionellen Relevanz bestimmter Regionen einer NBF sind Aminosäure-
Reste bekannt, die kritisch sind für die Bindung des ATP bzw. für eine Konformations-
änderung des Proteins nach erfolgter ATP-Hydrolyse (CROOP, 1998; HUNG et al., 1998; 
BERGER und WELSH, 2000; DIEDERICHS et al., 2000; LAMERS et al., 2000; GAUDET und WILEY, 
2001; SAVEANU et al., 2001). 
 
4.2.2 Bedeutung hochkonservierter Aminosäuren in der NBF2 des SUR2A 
Abb. 17 zeigt hochkonservierte Aminosäuren (s.a. 4.1.3.1, Abb. 14) im Modell der Tertiär-
struktur der NBF2 des SUR2A, für die sich auf Basis der Daten verwandter Protein-
Untereinheiten Schlüsselfunktionen ableiten lassen (s.a. TAWAKKOL, 2001). 
 Tyrosin in Pos. 1317 stabilisiert entsprechend diesem Modell die Orientierung des ATP 
über hydrophobe Wechselwirkungen zwischen dem Aromaten der Aminosäure und der 
Adeninbase des Nukleotids. Der Histidin-Rest in Pos. 1504 unterstützt über Wasserstoff-
brücken-Bindungen die Ausrichtung des γ-Phosphates des ATP. Das Glutamin in Pos. 1390 ist 
ebenso wie das in Pos. 1470 lokalisierte Glutamat an der Ausbildung von Wasserstoffbrücken-
Bindungen zu dem Wassermolekül beteiligt, das mit dem γ-Phosphat des Nukleotids interagiert 
und vermutlich für die Hydrolyse von zentraler Bedeutung ist. Eine vor allem strukturelle 
Funktion trägt vermutlich das Aspartat in Pos. 1476 durch die besonders exponierte Position 
am Anfang der sehr langen siebten α-Helix-Struktur. Die Aminosäuren Glycin in Pos. 1448 
und Serin in Pos. 1446 sind als Bestandteil der Linker Region nach erfolgter ATP-Bindung und 
-Hydrolyse essentiell für die Übertragung der Konformationsänderung der ATP-bindenden 
Domäne auf das Gesamtprotein. Besonders wichtig ist auch der Aspartat-Rest in Pos. 1469 am 







Abb. 17 Hochkonservierte Aminosäuren in NBF2 des SUR2A. Diese Abbildung zeigt in ABC-
Transportern hochkonservierte Aminosäuren in NBF2 des SUR2A, für die sich aus dem 
Modell jeweils eine Schlüsselfunktion für die Bindung von ATP bzw. für eine 
Konformationsänderung nach erfolgter ATP-Hydrolyse ableiten lässt. Diese Reste sind 
entweder speziell exponiert (D1476) bzw. im Bereich der sog. Linker Region (S1446, G1448) 
lokalisiert oder sie stabilisieren das Adenin und γ-Phosphat des ATP (Y1317, Q1390, D1470, 
H1504) bzw. das Mg2+-Ion während der hydrolytischen Zyklen (D1469). Weitere Details: 
siehe Abb. 15. 
 
 
4.2.3 Substitution hochkonservierter Aminosäuren in der NBF2 des SUR2A 
Die funktionelle Relevanz dieser hochkonservierten Aminosäuren wurde in Radioligand-
bindungsstudien durch den Einfluss von Substitutionen auf die hochaffine Bindung von [3H]-
markierten P1075 analysiert (Abb. 18). In früheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, 
dass ATPase-Aktivität in beiden NBFs des SUR vorhanden ist (UEDA et al., 1999; Bienen-
graeber et al., 2000) und die Bindung von [3H]P1075 vermutlich ATP-Bindung und -Hydrolyse 
in den NBFs erfordert (SCHWANSTECHER et al., 1998). Nicht hydrolysierbare Nukleotidanaloga 
wie AMP-PNP und AMP-PCP führten zu einem kompletten Verlust der Bindung, während 





Abb. 18 Einfluss der 
Mutationen hochkon-
servierter Aminosäuren 
in NBF2 auf die 
MgATP-induzierte Bin-
dung  von [3H]P1075. 
Die Induktion der 
Bindung von [3H] 
P1075 durch steigende 
Konzentrationen von 
ATP und äquimolarem 
Mg2+ wurde an Mem-
branen aus COS1-
Zellen durchgeführt, 
die transient die Chi-
märe  I Y1205A mit den 
angegebenen Punkt-
mutationen exprimier-
ten. Die Inkubationen 
wurden in 500 µl An-
sätzen durchgeführt, 
die 3 nM [3H]P1075, 
die angegebenen Kon-
zentrationen des Mg-Komplexes von ATP und 1 mM freies Mg2+ enthielten. Durch Zugabe 
von Membranen wurden die Inkubationen gestartet und nach 60 min durch Filtration beendet 
(s.a. 3.8.5). Die Ergebnisse sind angegeben in Prozent der spezifischen Bindung von 
[3H]P1075 in Gegenwart von 10 mM MgATP bzw. der theoretisch zu erwartenden 
Maximalbindung, die durch parallele Analyse der Bindung von [3H]Glibenclamid errechnet 
wurde. Die unspezifische Bindung wurde in Reaktionsansätzen ermittelt, die zusätzlich 
100 µM Pinacidil enthielten. Aus den Mittelwerten ± SEM (falls größer als das Symbol) und 
den resultierenden Bindungskurven ergaben sich folgende EC50-Werte und Hill-Koeffizienten 
(in Klammern) aus N = 4-7 unabhängigen Einzelexperimenten: (yyy) Chimäre I Y1205A 
14 ± 2 µM (1,01), (z) Q1390E in Chimäre I Y1205A 0,14 ± 0,02 mM (1,02), ({) Y1317S in 
Chimäre I Y1205A 0,52 ± 0,04 mM (1,02), () E1470K in Chimäre I Y1205A 4,6 ± 0,3 mM (1,04) 
und () H1504E in Chimäre I Y1205A 7,5 ± 0,4 mM (0,96). (S) Die Mutationen S1446F, 
G1448I, D1469E und D1476R in Chimäre I Y1205A zeigten im Konzentrationsbereich bis zu 
10 mM MgATP einen kompletten Verlust der Bindung von [3H]P1075. 
MgATP (µM)


























kompletten Aufhebung der Bindung äußerten (SCHWANSTECHER et al., 1998). Damit 
übereinstimmend zeigte sich, dass die Substitutionen im Bereich der Linker Region mit Serin 
in Pos. 1446 gegen Phenylalanin und Glycin in Pos. 1448 gegen Isoleucin, das für die siebte 
α-Helix strukturell wichtige Aspartat in Pos. 1476 gegen Arginin und der Austausch des 
Mg2+-Ion stabilisierenden Aspartats gegen Glutamat zu einer vollständigen Aufhebung der 
ATP-induzierten Bindung von [3H]P1075 führten. Bei Substitutionen der Aminosäuren, die an 
der Koordination des γ-Phosphats des ATP beteiligt sind: Glutamin in Pos. 1390 gegen 





sich ebenso wie auch bei der Substitution des für die Stabilisierung des Adenins essentiellen 
Tyrosins in Pos. 1317 gegen Serin jeweils eine deutliche Rechtsverschiebung der Konzent-
rations-Wirkungsbeziehung für die Induktion der Bindung von [3H]P1075 durch MgATP. 
Diese Ergebnisse stimmen gut mit den Ergebnissen für andere ABC-Transporter überein 
(HUNG et al., 1998; DIEDERICHS et al., 2000; LAMERS et al., 2000; GAUDET und WILEY, 2001; 
KARPOWICH et al., 2001; YUAN et al., 2001) und entsprechen damit dem Ausgangsmodell des 
TAP1 (PDB identifier: 1JJ7; s.a. 4.1.3). 
 




Abb. 19 Hochkonservierte Aminosäuren in NBF1 des SUR2A. Diese Abbildung zeigt die den 
hochkonservierten Aminosäuren in NBF2 (Abb. 17) entsprechenden Aminosäuren in NBF1 
des SUR2A (Weitere Details: siehe Abb. 15). 
 
 
Die Untersuchung analoger Punktmutationen in NBF1 (Abb. 19) ergab ein ganz ähnliches Bild 





ausgeprägt waren, als in NBF2 (Abb. 20). So führte die Substitution des Glutamin-Restes in 
Pos. 753 gegen Glutamat zu einer deutlich stärkeren Rechtsverschiebung als die entsprechende 
Substitution Q1390E in NBF2. Neben den Austauschen des Serins in Pos. 809 gegen Phenyl-
alanin, Glycins in Pos. 811 gegen Isoleucin, Aspartats in Pos. 832 gegen Glutamat und des 
Aspartats in Pos. 839 gegen Arginin, die auch in analogen Positionen in NBF2 keine Bindung 
zeigten, wurde auch für die Substitution des Aspartats in Pos. 833 gegen Lysin und Histidins in 
Pos. 876 gegen Glutamat eine komplette Aufhebung der Bindung beobachtet. Die ent-
sprechenden Substitutionen in NBF2 führten zwar zu einer Rechtsverschiebung der Induktion 




Abb. 20 Einfluss der 
Mutationen hochkon-
servierter Aminosäuren 
in NBF1 auf die 
MgATP-induzierte Bin-
dung  von [3H]P1075. 
Die Induktion der 
Bindung von [3H] 
P1075 durch steigende 
Konzentrationen von 
ATP und äquimolarem 
Mg2+ wurde an Mem-
branen aus COS1-
Zellen durchgeführt, 
die transient die 








sprechen den Angaben der Abb. 18. Aus den resultierenden Bindungskurven ergaben sich 
folgende EC50-Werte und Hill-Koeffizienten (in Klammern) aus N = 4-7 unabhängigen Ein-
zelexperimenten: (yyy) Chimäre I Y1205A 14 ± 2 µM (1,01) und (z) Q753E in Chimäre I Y1205A 
2,6 ± 0,3 mM (0,97). (S) Alle weiteren zur NBF2 analogen Mutationen F675S, S809F, G811I, 
D832E, D833K, D839R und H867E in Chimäre I Y1205A führten bis zu einer Konzentration von 
10 mM MgATP zu einem kompletten Verlust der Bindung von [3H]P1075. 
MgATP (µM)





























Diese Befunde sind ein Indiz dafür, dass sich eine Reduktion der Affinität für ATP in NBF1 
stärker auf die Funktion des Sulfonylharnstoffrezeptors auswirkt, als eine Reduktion der 
Affinität in NBF2. 
 
4.2.5 Stabilisierung des Nukleotid-Adeninrings 
Um diese Hypothese weiter zu prüfen, wurde eine Serie von Substitutionen eines Restes 
durchgeführt, der eine kritische Bedeutung für die Stabilisierung des ATP-Moleküls und somit 
für die für eine KCO-Bindung erforderliche Konformationsänderung besitzt (vgl. auch Abb. 17 
und 19). Dieser Rest - eine aromatische Aminosäure - liegt ca. 25 Positionen vor dem Walker 
A Motiv und ist in der Gruppe der ABC-Transporter hochgradig konserviert (Abb. 21). 
 
 
β1 β2 β3 α1
Walker A
NBF1 SUR1 (F685)  ADNFCVQIIGGFFTWTPDGIPTLSNITIRIPRGQLTMIVGQVGCG M
NBF2 SUR1 (Y1354) QGKIQIQNLSVRYDSS..LKPVLKHVNTLISPGQKIGICGRTGSG FRMV
NBF1 SUR2 (F675)  TEDVAIKVTNGYFSWG.SGLATLSNIDIRIPTGQLTMIVGQVGCG M
NBF2 SUR2 (Y1317) EGEIKIHDLCVRYENN..LKPVLKHVKAYIKPGQKVGICGRTGSG FRMV
NBF1 CFTR (F433)  TSNGDDSLFFSNFSL...LGTPVLKDINFKIERGLLAVAGSTGAG L
NBF2 CFTR (Y1219) GGQMTVKDLTAKYTEG..GNAILENISFSISPGQRVGLLGRTGSG LRLL
NBF1 MDR1 (Y401)  KGNLEFRNVHFSYPSRK.EVKILKGLNLKVQSGQTVALVGNSGCG QRLY
NBF2 MDR1 (Y1044) EGNVTFGEVVFNYPTRP.DIPVLQGLSLEVKKGQTLALVGSSGCG ERFY
NBF TAP1  (Y512)  EGLVQFQDVSFAYPNRP.DVLVLQGLTFTLRPGEVTALVGPNGSG LY
HisP      (Y16)   ENKLHVIDLHKRYGG....HEVLKGVSLQARAGDVISIIGSSGSG NFLE















Abb. 21 F675 in NBF1 von SUR2A ist hochkonserviert. Diese Abbildung zeigt Teilsequenzen 
diverser ABC-Proteine mit Angabe der α-Helix- und β-Faltblatt-Sekundärstrukturen (schwarz 
bzw. grau unterlegt) in einem Multiple Alignment (3.9). Zeile 1 und 2: NBF1 und NBF2 des 
SUR1 des Hamsters (ham SUR1, Kenn-Nr.: L40623), Zeile 3 und 4: NBF1 und NBF2 des 
SUR2A der Ratte (rat SUR2A, Kenn-Nr.: NM_013040), Zeile 5 und 6: NBF1 und NBF2 des 
humanen CFTR Chlorid-Ionenkanals (hum CFTR, Kenn-Nr.: P13569), Zeile 7 und 8: NBF1 
und NBF2 des humanen Multidrug Resistance Proteins 1 (hum MDR1, Kenn-Nr.: P08183), 
Zeile 9: NBF des humanen Antigen Peptid Transporters 1 (hum TAP1, Kenn-Nr.: AAC12906), 
Zeile 10: ATP-bindende Untereinheit A der Histidinpermease von Salmonella typhimurium 
(HisP, Kenn-Nr.: 1BOU-A) und Zeile 11: ATPase-Untereinheit des Maltose-Transportsystems 
von Thermococcus litoralis (MalK, Kenn-Nr.: 1G291). Eine aromatische Aminosäure, Tyrosin 
bzw. Phenylalanin, ca. 25 Reste vor dem Walker A Motiv ist in der Familie der ABC-Proteine 
hochgradig konserviert. Die Positionierung dieser Aminosäure im jeweiligen Gesamtprotein ist 





Abb. 22 zeigt die Lokalisierung dieser Aminosäuren, Tyrosin in NBF2 bzw. Phenylalanin in 
NBF1, in der Bindungstasche für ATP am jeweiligen Ende des cytosolisch ausgerichteten 
Arms der Nukleotid-bindenden Domäne. Entsprechend der Modellvorstellung stabilisiert die 
aromatische Aminosäure Tyrosin bzw. Phenylalanin die Ausrichtung des ATP über hydro-
phobe Wechselwirkungen zwischen dem Ringsystem des Aromaten und der Adeninbase des 
Nukleotids (CROOP, 1998; HUNG et al., 1998; BERGER und WELSH, 2000). 
 
 
               
 
 
Abb. 22 Stabilisierung des Adeninrings von ATP. Diese Abbildung zeigt eine Ausschnitt-
vergrößerung der ATP-bindenden Domäne der NBF1 bzw. NBF2 des SUR und die 
Stabilisierung des ATP über hydrophobe Wechselwirkungen zwischen dem Ringsystem des 
Aromaten der hochkonservierten Aminosäuren Phenylalanin (F675 in NBF1) bzw. Tyrosin 
(Y1317 in NBF2) und der Adeninbase des Nukleotids. Durch Mutagenese eingeführte 
Substituenten in dieser Position sind überlagernd ergänzt und farblich abgegrenzt: 
Arginin (rot), Serin (gelb), Leucin (grün), Aspartat (cyan) und Prolin (blau). Weitere Details: 





4.2.6 Substitution von Y1317 in NBF2 
Die Substitution des Tyrosins in Pos. 1317 gegen Arginin führte zu einer Rechtsverschiebung 
des EC50 für MgATP zur Induktion der Bindung von [3H]P1075 um den Faktor 10 von 14 µM 
auf 0,14 mM, die Mutation zu  Serin zu einer weiteren Verschiebung um etwa den Faktor 4 auf 
0,52 mM. Austausche gegen Leucin, Aspartat und Prolin induzierten weitere Änderungen auf 
0,83 mM, 1,7 mM bzw. 2,7 mM. Bei Deletion des Tyrosin-Restes wurde schließlich ein EC50 




Abb. 23 Einfluss der 
Substitution von 
Y1317 auf die MgATP-
induzierte Bindu
von [3H]P1075. Die 
Induktion der Bindung 
von [3H]P1075 durch 
steigende Konzentrati-
onen von ATP und 
äquimolarem Mg2+ 
wurde an Membranen 
aus COS1-Zellen 
durchgeführt, die tran-
sient die Chimäre 








sprechen den Angaben der Abb. 18. Aus den resultierenden Bindungskurven ergaben sich 
folgende EC50-Werte und Hill-Koeffizienten (in Klammern) aus N = 4-7 unabhängigen Ein-
zelexperimenten: (yyy) Chimäre I Y1205A 14 ± 2 µM (1,01), (z) Y1317R in Chimäre I Y1205A 
0,14 ± 0,03 mM (1,02), ({) Y1317S in Chimäre I Y1205A 0,52 ± 0,04 mM (1,02), () Y1317L 
in Chimäre I Y1205A 0,83 ± 0,07 mM (0,98), () Y1317D in Chimäre I Y1205A 1,7 ± 0,1 mM 
(0,96), (S) Y1317P in Chimäre I Y1205A 2,7 ± 0,3 mM (0,96) und Deletion des Tyrosin-Restes 








4.2.7 Substitution von F675 in NBF1 
Die Analyse der analogen Substitutionen in NBF1 ergab qualitativ ein identisches Bild. Jede 
der Mutationen, die in NBF2 zu einer Rechtsverschiebung geführt hatte, induzierte auch in 
NBF1 eine Rechtsverschiebung des EC50 für MgATP. Wie erwartet waren die Effekte in NBF1 
wiederum deutlich stärker ausgeprägt als in NBF2. Die Substitution gegen Arginin führte in 
NBF2 zu einer Rechtsverschiebung um den Faktor 10, während in NBF1 eine Änderung um 
den Faktor 60 auf 0,84 mM MgATP beobachtet wurde. Alle weiteren analogen Substitutionen 
und die Deletion des Phenylalanins führten bis zu einer Konzentration von 10 mM MgATP zu 
einem kompletten Verlust der Bindung von [3H]P1075 (Abb. 24). 
 
 
Abb. 24 Einfluss der 
Substitution von F675 
auf die MgATP-
induzierte Bindung 
von [3H]P1075. Die 
Induktion der Bindung 
von [3H]P1075 durch 
steigende Konzentrati-
onen von ATP und 
äquimolarem Mg2+ 
wurde an Membranen 
aus COS1-Zellen 
durchgeführt, die tran-
sient die Chimäre 




Die Durchführung der 
Bindungsexperimente 
und Bestimmung der 
Kurvenparameter ent-
sprechen den Angaben 
der Abb. 18. Aus den resultierenden Bindungskurven ergaben sich folgende EC50-Werte und 
Hill-Koeffizienten (in Klammern) aus N = 4-7 unabhängigen Einzelexperimenten: (yyy) 
Chimäre I Y1205A 14 ± 2 µM (1,01) und (z) F675R in Chimäre I Y1205A 0,84 ± 0,02 mM (1,02). 
(¡) Alle weiteren zur NBF2 analogen Mutationen F675S, F675L, F675D, F675P und die 
Deletion des Phenylalanin-Restes F675- in Chimäre I Y1205A führten bis zu einer Konzentration 
von 10 mM MgATP zu einem kompletten Verlust der Bindung von [3H]P1075. 
MgATP (µM)




























Zur Diskussion der molekularen Ursachen für einen partiellen oder kompletten Verlust der 
Bindung von [3H]P1075 durch Substitutionen und Deletionen der hochkonservierten aroma-
tischen Aminosäuren Tyrosin in NBF2 bzw. Phenylalanin in NBF1 siehe: 5.4.1 und 5.4.2. 
 
4.2.8 Mutationen hochkonservierter Aminosäuren in den NBFs des SUR führen 
nicht zu Änderungen der Affinitäten für SUs und KCOs  
Zahlreiche Substitutionen und Deletionen hochkonservierter Aminosäuren führten zu einem 
kompletten Verlust der Bindung von [3H]P1075. Um eine mangelhafte Expressionsdichte, 
fehlerhafte Transportmechanismen und inkorrekte Faltung des Membranproteins etc. als 
Ursache für den Verlust der Bindung von [3H]P1075 ausschließen zu können, wurden 
Kontrollexperimente zur Bindung von SUs durchgeführt. Trotz komplettem Verlust der 
Bindung von [3H]P1075, konnte bei allen Mutationen Bindung von [3H]Glibenclamid 
detektiert werden. Dies belegt Membranständigkeit und korrekte Faltung der Mutanten. 
Darüber hinaus zeigte keine der Mutationen im Verdrängungsassay von [3H]Glibenclamid 
durch nicht-markiertes Glibenclamid einen im Vergleich zur Chimäre I Y1205A signifikanten 
Unterschied im IC50-Wert und Hill-Koeffizient (Tab. 1 und Abb. 25). 
Aus früheren Experimenten war bekannt, dass Mutationen in den NBFs zu einer 
Rechtsverschiebung des EC50 für MgATP zur Induktion der Bindung von [3H]P1075 führen 
können (TAWAKKOL, 2001). Um den Einfluss der hier untersuchten Mutationen auf das 
Bindungsverhalten von [3H]P1075 bzw. Pinacidil zu untersuchen, wurden weitere Bindungs-
experimente durchgeführt: Die Verdrängung von [3H]P1075 gegen nicht-markiertes Pinacidil. 
Diese Radioligandbindungsstudien ergaben, dass die Affinitäten für Pinacidil und die Hill-
Koeffizienten der Rezeptor-Mutanten in guter Übereinstimmung mit der Chimäre I Y1205A 
waren (Tab. 2 und Abb. 26). Ein Einfluss auf den EC50 für die MgATP-induzierte Bindung von 
[3H]P1075 konnte damit ausgeschlossen werden. 
Durch die in dieser Arbeit untersuchten Mutationen hochkonservierter Aminosäuren in 
den NBFs des SUR bleiben die Affinitäten für SUs wie Glibenclamid und KCOs wie 
[3H]P1075 bzw. Pinacidil unverändert. Diese Befunde stützen somit die Hypothese, dass die 
NBFs nicht direkt an der Ausbildung der Bindungsstellen für SUs und KCOs beteiligt sind 
(UHDE et al., 1999). Darüber hinaus sind die Ergebnisse weiteres Indiz dafür, dass sich eine 
Hemmung der hydrolytischen Aktivität in NBF1 stärker auf die Funktion des SUR auswirkt, 

























      
Chimäre I YA 4,6 ± 0,2  (-0,99) Chimäre I YA 4,6 ± 0,2  (-0,99) 
     Y1317S 4,6 ± 0,2  (-1,04)      F675S 5,1 ± 0,2  (-1,03) 
     Y1317R 4,6 ± 0,3  (-0,94)      F675R 4,8 ± 0,1  (-1,01) 
     Y1317L 5,7 ± 0,4  (-0,93)      F675L 3,4 ± 0,4  (-0,94) 
     Y1317D 4,7 ± 0,2  (-1,03)      F675D 4,6 ± 0,2  (-0,98) 
     Y1317P 4,9 ± 0,1  (-0,98)      F675P 4,9 ± 0,2  (-0,96) 
     Y1317- 4,0 ± 0,3  (-0,99)      F675- 5,3 ± 0,4  (-1,04) 
     Q1390E 4,6 ± 0,2  (-0,97)      Q753E 5,9 ± 0,4  (-0,96) 
     S1446F 3,8 ± 0,3  (-0,93)      S809F 3,5 ± 0,2  (-1,06) 
     G1448I 5,1 ± 0,3  (-1,01)      G811I 4,0 ± 0,3  (-1,04) 
     D1469E 4,7 ± 0,2  (-0,96)      D832E 5,1 ± 0,4  (-0,97) 
     E1470K 5,3 ± 0,4  (-0,95)      D833K 5,4 ± 0,3  (-0,98) 
     D1476R 5,6 ± 0,5  (-1,03)      D839R 3,8 ± 0,1  (-0,99) 
     H1504E 
 
4,9 ± 0,2  (-0,98)      H867E 4,3 ± 0,2  (-0,99) 
 
B 
Tab. 1 und Abb. 25 Einfluss der Muta-
tionen hochkonservierter Aminosäuren in 
den NBFs auf die Affinität für die 
Bindung von Glibenclamid. A Nach 
transienter Expression in COS1-Zellen 
und Präparation der Membranrezeptoren 
wurde in Verdrängungsbindungs-
experimenten die Affinität für die 
Bindung von Glibenclamid ermittelt. Für 
die Chimäre I Y1205A und jede der auf-
geführten Mutationen in dieser Chimäre 
wurden komplette Verdrängungs-
bindungskurven erstellt (exemplarisch ist 
unter B die Verdrängung von 
[3H]Glibenclamid durch nicht-markiertes 
Glibenclamid an Chimäre I Y1205A dar-
gestellt). Die Inkubationsansätze ent-
hielten 0,3 nM [3H]Glibenclamid und 
steigende Konzentrationen an nicht 
markiertem Glibenclamid. Die Inkubationen wurden durch Zugabe von COS1-Membranen 
gestartet und nach 60 Minuten durch Filtration beendet (s.a. 3.8.5). Aus den resultierenden 
Bindungskurven aus N = 3-5 unabhängigen Einzelexperimenten wurden die halbmaximal-
inhibitorischen Konzentrationen bzw. Hill-Koeffizienten errechnet und tabellarisch als 
Mittelwerte ± SEM angegeben. Homologe Mutationen in NBF2 und NBF1 stehen dabei 
jeweils in der gleichen Zeile der Tabelle. 
Glibenclamid (nM)



















































      
Chimäre I YA 0,11 ± 0,1 (-0,97) Chimäre I YA 0,11 ± 0,1 (-0,97) 
     Y1317S 0,15 ± 0,4 (-0,93)      F675S n.d. n.d. 
     Y1317R 0,14 ± 0,3 (-0,99)      F675R 0,14 ± 0,2 (-1,03) 
     Y1317L 0,16 ± 0,2 (-0,97)      F675L n.d. n.d. 
     Y1317D 0,14 ± 0,1 (-0,96)      F675D n.d. n.d. 
     Y1317P 0,10 ± 0,2 (-1,06)      F675P n.d. n.d. 
     Y1317- 0,13 ± 0,1 (-1,04)      F675- n.d. n.d. 
     Q1390E 0,11 ± 0,3 (-0,97)      Q753E 0,13 ± 0,2 (-0,96) 
     S1446F n.d. n.d.      S809F n.d. n.d. 
     G1448I n.d. n.d.      G811I n.d. n.d. 
     D1469E n.d. n.d.      D832E n.d. n.d. 
     E1470K 0,10 ± 0,3 (-1,01)      D833K n.d. n.d. 
     D1476R n.d. n.d.      D839R n.d. n.d. 
     H1504E 
 
0,10 ± 0,1 (-0,94)      H867E n.d. n.d. 
 
B 
Tab. 2 und Abb. 26 Einfluss der Mutatio-
nen hochkonservierter Aminosäuren in den 
NBFs auf die Affinität für die Bindung von 
Pinacidil. A Nach transienter Expression in 
COS1-Zellen und Präparation der 
Membranrezeptoren wurde die Affinität für 
die Bindung von Pinacidil in Ver-
drängungsbindungsexperimenten ermittelt. 
Für die Chimäre I Y1205A und jede der 
aufgeführten Mutanten in dieser Chimäre 
wurden komplette Verdrängungsbindungs-
kurven erstellt  (exemplarisch ist unter B 
die Verdrängung von [3H]P1075 durch 
nicht-markiertes Pinacidil an Chimäre 
I Y1205A dargestellt). Die Inkubations-
ansätze enthielten 3 nM [3H]P1075, einen 
5 mM Magnesium-Komplex von ATP, 
1 mM freies Mg2+ und steigende Konzent-
rationen an nicht-markiertem Pinacidil. Die Inkubationen wurden durch Zugabe von COS1-
Membranen gestartet und nach 60 Minuten durch Filtration beendet (s.a. 3.8.5). Aus den 
resultierenden Bindungskurven aus N = 3-5 unabhängigen Einzelexperimenten wurden die 
halbmaximal-inhibitorischen Konzentrationen bzw. Hill-Koeffizienten errechnet und tabella-
risch als Mittelwerte ± SEM angegeben. Homologe Mutationen in NBF2 und NBF1 stehen 
jeweils in der gleichen Zeile der Tabelle. Die Pinacidil-Affinität der Substitutionen S1446F, 
G1448I, D1469E und D1476R in NBF2 bzw. aller homologen Substitutionen in NBF1 mit 
Ausnahme von F675R und Q753E konnte nicht bestimmt werden (n.d.; s.a. 4.2.3 und 4.2.4). 
Pinacidil (nM)



























4.3 HI-analoge Mutationen in den NBFs des SUR2A 
Um ein noch differenzierteres Bild über die Funktion der NBFs zu erhalten, wurden in 
Analogie zu bekannten HI-induzierenden Mutationen Punktmutationen in die NBFs des 
SUR2A eingebracht und ihre Auswirkungen auf die Bindung von [3H]P1075 im Vergleich zu 
den homologen Mutationen in NBF1 untersucht. Dazu wurden zunächst die Positionen von 
Aminosäuren, die in SUR1 mit HI assoziiert sind, auf die NBF2 des SUR2A übertragen 














NBF1 des SUR2A 
   
               R1353P                R1316P                Y674P 
               V1361M                V1324M                T683M 
               G1379R                G1342R                G701R 
               G1382R                G1345R                G704R 
               S1387F                S1350F                S709F 
               F1388-                L1351-                L710- 
               R1394H                R1357H                G716H 
               R1419C                R1382C                R745C 
               R1421C                R1384C                S747C 
               R1437Q                R1400Q                E763Q 
               G1479R                G1442R                G805R 
               R1494W                R1457W                R820W 
               D1507K                E1470K                D833K 
               A1508+ 
 
               A1471+                P834+ 
 
 
Tab. 3 HI-analoge Substitutionen, Insertionen und Deletionen in den NBFs des SUR2A. Spalte 
eins der Abbildung zeigt HI-Mutationen in der NBF2 des SUR1. In Spalte zwei und drei sind 
die zur NBF2 des SUR1 homologen Mutationen in NBF2 und NBF1 des SUR2A dargestellt. 
Die Berechnung der entsprechenden Positionen wurde nach der Cluster-Methode in einem 






4.3.1 Substitution HI-analoger Aminosäuren in den NBFs des SUR2A 
Übereinstimmend zu den Befunden der hochkonservierten Aminosäuren (s. 4.2.3, 4.2.4, 4.2.6 
und 4.2.7) zeigte sich für die HI-analogen Mutationen, dass sie sowohl in NBF2 (Abb. 27) als 
auch in NBF1 (Abb. 28) entweder zu einer Rechtsverschiebung des EC50 für MgATP führten 
oder zu einem kompletten Verlust der ATP-induzierten Bindung von [3H]P1075. 
 
 
Abb. 27 Einfluss HI-
analoger Mutationen in 
der NBF2 von SUR2A 
auf die MgATP-
induzierte Bindung von 
[3H]P1075. Die 
Induktion der Bindung 
von [3H]P1075 durch 
steigende Konzentra-
tionen von ATP und 
äquimolarem Mg2+ 
wurde an Membranen 
aus COS1-Zellen 
durchgeführt, die tran-
sient die Chimäre 
I Y1205A bzw. Punkt-
mutationen, Dele-
tionen und Insertionen 





Kurvenparameter entsprechen den Angaben der Abb. 18. Aus den resultierenden 
Bindungskurven ergaben sich folgende EC50-Werte und Hill-Koeffizienten (in Klammern) aus  
N = 4-7 unabhängigen Einzelexperimenten: (yyy) Chimäre I Y1205A 14 ± 2 µM (1,01),  
(z) R1384C in Chimäre I Y1205A 15 ± 2 µM (1,01), ({) R1400Q in Chimäre I Y1205A 18 ± 3 µM 
(1,06), () R1357H in Chimäre I Y1205A 95 ± 4 µM (0,96), () G1442R in Chimäre I Y1205A 
0,18 ± 0,02 mM (0,97), (S) G1345R in Chimäre I Y1205A 0,69 ± 0,05 mM (0,98), (U) R1316P 
in Chimäre I Y1205A 1,2 ± 0,2 mM (1,03), (T) die Insertion A1471+ in Chimäre I Y1205A 
4,6 ± 0,3 mM (0,99) und (V) E1470K in Chimäre I Y1205A 6,3 ± 0,3 mM (0,96). (¡) Zwei 
weitere HI-analoge Mutationen: G1342R, R1457W und die Deletion L1351- in Chimäre 
I Y1205A führten bis zu einer Konzentration von 10 mM MgATP zu einem kompletten Verlust 
der Bindung von [3H]P1075. 
MgATP (µM)




























Die Substitution des Arginins in Pos. 1384 gegen Cystein und des Arginins in Pos. 1400 gegen 
Glutamin mit EC50-Werten von 15 bzw. 18 µM induzierten jeweils nur eine geringfügige 
Änderung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung für die Bindung des [3H]P1075 durch 
MgATP. Die Austausche des Arginins in Pos. 1357 gegen Histidin und Glycins in Pos. 1442 
bzw. 1345 gegen Arginin führten hingegen zu klaren Rechtsverschiebungen des EC50 auf 
95 µM, 0,18 mM und 0,69 mM. Dem Austausch des Arginins in Pos. 1316 gegen Prolin, der 
Insertion des Alanins in Pos. 1471 und der Substitution des Glutamats in Pos. 1470 gegen 
Lysin folgte je eine deutliche Änderung des EC50 auf 1,2 mM, 4,6 mM und 6,3 mM MgATP. 
Weitere HI-analoge Mutationen: G1342R, R1457W und die Deletion L1351- zeigten bis zu 
einer Konzentration von 10 mM MgATP einen kompletten Verlust der Bindung. 
 
 
Abb. 28 Einfluss HI-
analoger Mutationen in 
der NBF1 von SUR2A 
auf die MgATP-
induzierte Bindung von 
[3H]P1075. Die 
Induktion der Bindung 
von [3H]P1075 durch 
steigende Konzentra-
tionen von ATP und 
äquimolarem Mg2+ 
wurde an Membranen 
aus COS1-Zellen 
durchgeführt, die tran-
sient die Chimäre 
I Y1205A bzw. Punkt-
mutationen, Dele-
tionen und Insertionen 





venparameter entsprechen den Angaben der Abb. 18. Aus den resultierenden Bindungskurven 
ergaben sich folgende EC50-Werte und Hill-Koeffizienten (in Klammern) aus N = 4-7 
unabhängigen Einzelexperimenten: (yyy) Chimäre I Y1205A 14 ± 2 µM (1,01) und (z) S747C in 
Chimäre I Y1205A 37 ± 3 µM (1,00), () G716H in Chimäre I Y1205A 97 ± 4 µM (1,01), 
() G805R in Chimäre I Y1205A 0,32 ± 0,02 mM (1,02), ({) E763Q in Chimäre I Y1205A 
4,1 ± 0,2 mM (0,96). (¡) Weitere zur NBF2 homologe HI-analoge Mutationen: Y674P, 
G701R, G704R, R820W, D833K, die Deletion L710- und Insertion P834+ in Chimäre I Y1205A 
führten bis zu einer Konzentration von 10 mM MgATP zu einem kompletten Verlust der 
Bindung von [3H]P1075. 
MgATP (µM)




























Ebenfalls übereinstimmend mit den Experimenten zu den hochkonservierten Aminosäuren 
(s. 4.2.3, 4.2.4, 4.2.6 und 4.2.7) zeigte sich dabei in der Regel, dass die Effekte auf den EC50  
für MgATP zur Induktion der KCO-Bindung in NBF1 (Abb. 28) stärker ausgeprägt waren als 
in NBF2 (Abb. 27). 
In NBF1 induzierten die Substitutionen des Serins in Pos. 747 gegen Cystein, des 
Glycins in Pos. 716 gegen Histidin, des Glycins in Pos. 805 gegen Arginin und Glutamats in 
Pos. 763 gegen Glutamin mit EC50-Werten von 37 und 97 µM bzw. 0,32 und 4,1 mM 
erwartungsgemäß jeweils eine deutlich stärkere Rechtsverschiebung als die entsprechenden 
Substitutionen in NBF2. 
 Bei vereinzelten Mutationen zeigte sich jedoch auch die gegensätzliche Tendenz. Hier 
war der Effekt auf den EC50 in NBF2 stärker ausgeprägt als in NBF1 oder es zeigte sich, dass 
eine deutliche Rechtsverschiebung in NBF1 einer kompletten Aufhebung der ATP-induzierten 
Bindung in NBF2 entsprach (Abb. 29). Die Substitutionen des Valins in Pos. 1324 gegen 
Methionin, des Serins in Pos. 1350 gegen Phenylalanin und Arginins in Pos. 1382 gegen 
Cystein in NBF2 zeigten EC50-Werte von 3,1 mM und 41 mM bzw. einen vollständigen 
Verlust der Bindung von [3H]P1075 bis zu einer Konzentration von 10 mM MgATP 
(Abb. 29 A), während die homologen Substitutionen in NBF1, Threonin in Pos. 683 gegen 
Methionin, Serin in Pos. 709 gegen Phenylalanin und Arginin in Pos. 745 gegen Cystein, 
jeweils nur zu Änderungen des EC50 von MgATP auf 26 µM, 39 µM und 0,89 mM führten 






Abb. 29  Einige HI-analoge 
Mutationen in NBF2 (A) von 
SUR2A zeigen einen stärkeren 
Effekt als die entsprechenden 
Mutationen in NBF1 (B). Die 
Induktion der Bindung von 
[3H]P1075 durch steigende 
Konzentrationen von ATP und 
äquimolarem Mg2+ wurde an 
Membranen aus COS1-Zellen 
durchgeführt, die transient die 
Chimäre I Y1205A bzw. Punkt-
mutationen, Deletionen und 
Insertionen in dieser Chimäre 
exprimierten. Die Durch-
führung der Bindungs-
experimente und Bestimmung 
der Kurvenparameter ent-
sprechen den Angaben der 
Abb. 18. Aus den resultieren-
den Bindungskurven ergaben 
sich folgende EC50-Werte und 
Hill-Koeffizienten (in Klam-
mern) aus N = 4-7 unabhän-
gigen Einzelexperimenten: A 
(yyy) Chimäre I Y1205A 14 ±  
2 µM (1,01), (z) V1324M in 
Chimäre I Y1205A 3,1 ± 0,2 mM 
(0,98) und ({) S1350F in 
Chimäre I Y1205A 41 ± 4 mM 
(0,96), (EC50 aus dem Kurven-
verlauf abgeschätzt, s. 3.8.5). 
() Die Mutation R1382C in 
Chimäre I Y1205A führte bis zu 
einer Konzentration von 
10 mM MgATP zu einem 
kompletten Verlust der Bin-
dung von [3H]P1075. B (yyy) 
Chimäre I Y1205A 14 ± 2 µM 
(1,01), (z) T683M in Chimäre 
I Y1205A 26 ± 2 µM (1,01), 
({) S709F in Chimäre I Y1205A 
39 ± 3 µM (1,02) und () 
R745C in Chimäre I Y1205A 
0,89 ± 0,04 mM (0,99). 
MgATP (µM)



























































4.3.2 HI-analoge Mutationen in den NBFs des SUR führen nicht zu Änderungen 
der Affinitäten für SUs und KCOs 
Konform zu den Ergebnissen der Substitutionen hochkonservierter Aminosäuren führten 
zahlreiche HI-analoge Mutationen in den NBFs des SUR2A entweder zu einem kompletten 
Verlust der Bindung von [3H]P1075 oder zu einer deutlichen Rechtsverschiebung des EC50 für 
MgATP zur Induktion der Bindung. Ein Einfluss der Mutationen auf die Affinitäten für SUs 
wie Glibenclamid (Tab. 4) und KCOs wie Pinacidil (Tab. 5) konnte hierbei durch Kontroll-























      
Chimäre I YA 4,6 ± 0,2  (-0,99) Chimäre I YA 4,6 ± 0,2  (-0,99) 
    R1316P 3,4 ± 0,3  (-0,95)      Y674P 5,5 ± 0,6  (-0,94) 
    V1324M 3,1 ± 0,5  (-0,94)      T683M 4,5 ± 0,1  (-0,98) 
    G1342R 5,6 ± 0,4  (-0,95)      G701R 3,7 ± 0,5  (-0,94) 
    G1345R 4,2 ± 0,1  (-1,04)      G704R 3,3 ± 0,2  (-0,98) 
    S1350F 3,9 ± 0,2  (-0,98)      S709F 5,0 ± 0,3  (-1,01) 
    L1351- 3,4 ± 0,6  (-0,99)      L710- n.d.  n.d. 
    R1357H 3,5 ± 0,2  (-0,97)      G716H 3,4 ± 0,4  (-0,96) 
    R1382C 5,1 ± 0,2  (-0,94)      R745C 3,5 ± 0,3  (-1,01) 
    R1384C 5,2 ± 0,3  (-1,03)      S747C 5,6 ± 0,3  (-1,06) 
    R1400Q 4,3 ± 0,2  (-0,97)      E763Q 3,6 ± 0,4  (-0,91) 
    G1442R 5,6 ± 0,4  (-1,03)      G805R 5,3 ± 0,1  (-0,94) 
    R1457W 5,3 ± 0,2  (-1,01)      R820W 4,9 ± 0,2  (-1,00) 
    E1470K 5,3 ± 0,4  (-0,95)      D833K 5,4 ± 0,3  (-0,98) 
    A1471+ 
 
4,6 ± 0,6  (-1,05)      P834+ 5,3 ± 0,4  (-1,03) 
 
Tab. 4 Affinität von Glibenclamid für die Bindung an die Chimäre I Y1205A mit einzelnen HI-
analogen Mutationen, Deletionen oder Insertionen. Nach transienter Expression in COS1-
Zellen und Präparation der Membranrezeptoren wurde in Verdrängungsbindungsexperimenten 
die Affinität für die Bindung von Glibenclamid ermittelt. Für die Chimäre I Y1205A und jede der 
aufgeführten Mutanten in dieser Chimäre wurden komplette Verdrängungsbindungskurven 
erstellt (s.a. Tab. 1 und Abb. 25). Die Inkubationsansätze enthielten 0,3 nM [3H]Glibenclamid 
und steigende Konzentrationen an nicht-markiertem Glibenclamid. Die Inkubationen wurden 
durch Zugabe von COS1-Membranen gestartet und nach 60 Minuten durch Filtration beendet 
(s.a. 3.8.5). Aus den resultierenden Bindungskurven aus N = 3-5 unabhängigen Einzel-
experimenten wurden die halbmaximal-inhibitorischen Konzentrationen bzw. Hill-
Koeffizienten errechnet und tabellarisch als Mittelwerte ± SEM angegeben. Homologe 
Mutationen in NBF2 und NBF1 stehen dabei jeweils in der gleichen Zeile der Tabelle. E1470 
in NBF2 bzw. D833 in NBF1 sind sowohl hochkonservierte Aminosäuren (s.a. Tab. 1) als auch 
Positionen HI-analoger Mutationen. Die Glibenclamid-Affinität der Deletion L710- in NBF1 

























      
Chimäre I YA 0,11 ± 0,1 (-0,97) Chimäre I YA 0,11 ± 0,1 (-0,97) 
    R1316P 0,10 ± 0,1 (-0,93)      Y674P n.d. n.d. 
    V1324M 0,10 ± 0,2 (-1,05)      T683M 0,10 ± 0,1 (-1,03) 
    G1342R n.d. n.d.      G701R n.d. n.d. 
    G1345R 0,10 ± 0,1 (-1,10)      G704R n.d. n.d. 
    S1350F 0,11 ± 0,1 (-0,96)      S709F 0,11 ± 0,3 (-0,94) 
    L1351- n.d. n.d.      L710- n.d. n.d. 
    R1357H 0,15 ± 0,3 (-0,98)      G716H 0,11 ± 0,1 (-0,96) 
    R1382C n.d. n.d.      R745C 0,10 ± 0,2 (-1,01) 
    R1384C 0,11 ± 0,1 (-1,00)      S747C 0,14 ± 0,2 (-1,06) 
    R1400Q 0,16 ± 0,2 (-0,95)      E763Q 0,16 ± 0,3 (-0,95) 
    G1442R 0,18 ± 0,4 (-0,99)      G805R 0,11 ± 0,3 (-1,02) 
    R1457W n.d. n.d.      R820W n.d. n.d. 
    E1470K 0,10 ± 0,3 (-1,01)      D833K n.d. n.d. 
    A1471+ 
 
0,12 ± 0,2 (-1,02)      P834+ n.d. n.d. 
 
 
Tab. 5 Affinität von Pinacidil für die Bindung an die Chimäre I Y1205A mit einzelnen HI-
analogen Mutationen, Deletionen oder Insertionen. Nach transienter Expression in COS1-
Zellen und Präparation der Membranrezeptoren wurde in Verdrängungsbindungsexperimenten 
die Affinität für die Bindung von Pinacidil ermittelt. Für die Chimäre I Y1205A und jede der 
aufgeführten Mutanten in dieser Chimäre wurden komplette Verdrängungsbindungskurven 
erstellt (s.a. Tab. 2 und Abb. 26). Die Inkubationsansätze enthielten 3 nM [3H]P1075, einen 
5 mM Magnesium-Komplex von ATP, 1 mM freies Mg2+ und steigende Konzentrationen an 
nicht-markiertem Pinacidil. Die Inkubationen wurden durch Zugabe von COS1-Membranen 
gestartet und nach 60 Minuten durch Filtration beendet (s.a. 3.8.5). Aus den resultierenden 
Bindungskurven aus N = 3-5 unabhängigen Einzelexperimenten wurden die halbmaximal 
inhibitorischen Konzentrationen bzw. Hill-Koeffizienten errechnet und tabellarisch als 
Mittelwerte ± SEM angegeben. Homologe Mutationen in NBF2 und NBF1 stehen dabei 
jeweils in der gleichen Zeile der Tabelle. E1470 in NBF2 bzw. D833 in NBF1 sind sowohl 
hochkonservierte Aminosäuren (s.a. Tab. 2) als auch Positionen HI-analoger Mutationen. Die 
Pinacidil-Affinität der Substitutionen G1342R, R1382C, R1457W und der Deletion L1351- in 
NBF2 bzw. der Substitutionen Y674P, G701R, G704R, R820W und D833K, der Deletion 
L710- und Insertion P834+ in NBF1 konnte nicht bestimmt werden (n.d., s.a. Text und 4.3.1). 
 
 
Alle Mutationen, die eine Bindung von [3H]P1075 ermöglichten, zeigten zur Chimäre I Y1205A 
vergleichbare Affinitäten für die Bindung des nicht-markierten Pinacidils. Darüber hinaus 
konnte für alle Mutationen eine nahezu identische Affinität für Glibenclamid detektiert 
werden. Ausnahme davon bildete lediglich die Deletion des Leucins in Pos. 710, die neben 





Glibenclamid zeigte. Ein Befund, der z.B. mit einer fehlerhaften Faltung des Membranproteins 
oder Transportdefekten erklärt werden könnte. 
 
4.3.3 Lokalisierung HI-analoger Mutationen in den NBFs des SUR2A 
Zur Analyse der strukturellen und funktionellen Relevanz der HI-analogen Mutationen in den 
NBFs des SUR2A, wurde die Lokalisierung der Aminosäure-Reste berechnet (s. 3.9 und 3.10) 
und in den Modellen der Tertiärstrukturen von NBF2 (Abb. 30) und NBF1 (Abb. 31) dar-
gestellt. 
 
Abb. 30 HI-analoge Mutationen in NBF2 des SUR2A. Diese Abbildung zeigt die Lokalisie-
rung HI-analoger Substitutionen, Insertionen und Deletionen in NBF2 des SUR2A. Im huma-
nen SUR1 sind diese Aminosäuren mit HI kausal assoziiert (weitere Details: siehe Abb. 15). 
 
 
Die Aminosäuren R1316 bzw. Y674, V1324 bzw. T683, G1345 bzw. G704, S1350 bzw. S709, 
L1351 bzw. L710 und R1357 bzw. G716 sind in den Strukturmodellen der NBFs in 
unmittelbarer Nähe des ATP-Moleküls in der Nukleotid-bindenden Tasche lokalisiert. Die 
Arginin-Reste in den Positionen 1382 bzw. 745, 1400 bzw. das Glutamat in Position 763 und 





in strukturell kritischen Positionen für helikale Strukturen bzw. inmitten der sog. Linker-
Region. In enger räumlicher Distanz zum Walker B Motiv bzw. zu dem für die Hydrolyse des 
Nukleotids essentiellen Magnesium-Kations sind weitere Reste: G1342 bzw. 701, R1384 bzw. 
S747, E1470 bzw. D833 und A1471 bzw. P834 lokalisiert (s.a. 4.1.3.2). 
Eine Substitution, Deletion oder Insertion dieser HI-analogen Aminosäuren führte i.A. 
trotz unveränderter Affinität von Glibenclamid (Tab. 4) und Pinacidil (Tab. 5) entweder zu 
einer Rechtsverschiebung des EC50 für MgATP zur Induktion der Bindung von [3H]P1075 oder 
zu einem kompletten Verlust der Bindung (s. 4.3.1). 
Diese Ergebnisse stützen damit die Annahme, dass diese Aminosäuren kritische 
Bedeutung für die Stabilisierung des Nukleotids besitzen oder an der Transduktion einer 
Konformationsänderung der ATP-bindenden Domäne beteiligt sind. (Zur Diskussion der 
Ergebnisse siehe: 5.4.3). 
   
 
Abb. 31 HI-analoge Mutationen in NBF1 des SUR2A. Diese Abbildung zeigt die den HI-
analogen Mutationen in NBF2 (Abb. 30) entsprechenden Substitutionen, Insertionen und 





4.4 Molekulare Determinanten der allosterischen Interaktion zwischen den 
Bindungsstellen für SUs und KCOs 
4.4.1 Einführung 
Sulfonylharnstoffe (SUs) und Kalium-Kanal-Öffner (KCOs) entfalten ihre Wirkung auf den 
KATP-Kanal über Bindungsstellen (sites) auf dem Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR; 1.8.3; 
SCHWANSTECHER et al., 1994; 1998). Diese sites sind in enger räumlicher Assoziation 
innerhalb der TMDII lokalisiert (1.8.3.1; 1.8.3.2), wobei die Bindungsstelle für SUs (SUBR) 
von zwei Bereichen (KCOI und KCOII) flankiert wird, die kritisch sind für die Bindung von 
KCOs (Abb. 8; UHDE et al., 1999; TOMAN, 2001). Auf den nativen Isoformen des SUR sind 
diese Bindungsstellen für SUs und KCOs negativ-allosterisch aneinander gekoppelt (1.8.3.3). 
So können einerseits an SUR1 SUs wie [3H]Glibenclamid durch KCOs negativ allosterisch 
verdrängt werden (SCHWANSTECHER et al., 1998; der IC50 für die Verdrängung von 
Glibenclamid durch Diazoxid beträgt 210 ± 19 µM), andererseits lassen sich an den SUR2-
Isoformen KCOs wie [3H]P1075 durch SUs ebenfalls allosterisch verdrängen (DÖRSCHNER et 
al., 1999; die IC50-Werte für die Verdrängung von [3H]P1075 durch Glibenclamid betragen 
0,36 ± 0,05 µM für SUR2A bzw. 0,33 ± 0,04 µM für SUR2B). 
Zur Klärung der molekularen Basis für die Interaktion der Bindungsstellen und 
Identifikation der - für die allosterische Wechselwirkung - essentiellen Bereiche wurden in der 
vorliegenden Arbeit systematisch Chimären konstruiert, somit kritische Regionen des 
Rezeptors durch korrespondierende Bereiche verschiedener SUR-Isoformen transferiert und in 
Radioligandbindungsexperimenten der Einfluss der Substitutionen auf die allosterische 
Kopplung analysiert. Untersuchungen zur wechselseitigen allosterischen Verdrängung von 
SUs und KCOs erfolgten an den SUR2-Isoformen des Rezeptors und an den auf SUR2 
basierenden Chimären durch Verdrängung von [3H]P1075 durch Glibenclamid bzw. 
[3H]Glibenclamid durch Pinacidil. Davon abweichend wurde anstelle des Pinacidils zur 
Charakterisierung des SUR1 und einigen auf SUR1 basierenden Chimären Diazoxid 
eingesetzt, da es aus der Gruppe der KCOs die höchste Affinität für SUR1 besitzt 





4.4.2 Negativ-allosterische Kopplung der Bindungsstellen für SUs und KCOs wird 
über den C-Terminus und die SUBR vermittelt  
4.4.2.1 Der C-Terminus des SUR ist kritisch für die allosterische Interaktion 
Da die Bindungsstellen für SUs und KCOs auf den physiologischen Isoformen des 
Sulfonylharnstoffrezeptors: SUR1, SUR2A und SUR2B strikt negativ-allosterisch gekoppelt 
sind (s.a. 1.8.3.3; 4.4.1), konnte die niederaffine Bindungsstelle für SUs auf den SUR2-
Isoformen durch Verdrängung von [3H]P1075 (DÖRSCHNER et al., 1999) bzw. die niederaffine 
site für KCOs auf dem SUR1 durch Verdrängung von [3H]Glibenclamid (SCHWANSTECHER et 
al., 1998) indirekt charakterisiert werden. Ein Transfer der SUBR von SUR1 auf SUR2A 
generierte jedoch eine Chimäre (Chimäre II; UHDE et al., 1999), die anders als die 
physiologischen Isoformen des Rezeptors beide Bindungsstellen für SUs und KCOs in 
hochaffiner Form besitzt (Abb. 32 A). Diese Chimäre erlaubt es, die wechselseitige Ver-
drängung direkt an einem Konstrukt zu analysieren. Die Charakterisierung der allosterischen 
Wechselwirkung ergab, dass sowohl KCOs durch SUs als auch SUs durch KCOs verdrängt 
werden konnten (Toman, 2001). Die Verdrängung von [3H]P1075 durch Glibenclamid ergab 
eine halbmaximal-inhibitorische Konstante von 1,6 ± 0,2 nM, die von Glibenclamid durch 
Pinacidil einen IC50 von 0,36 ± 0,04 µM. Die kompetitiven Verdrängungsexperimente führten 
mit 0,23 ± 0,03 µM für Pinacidil bzw. 1,8 ± 0,1 nM für Glibenclamid zu nahezu identischen 
Werten. Der Transfer der SUBR von SUR1 in SUR2A führt also zu einer Chimäre mit 
hochaffinen Bindungsstellen für beide Liganden und intakter strikt negativ-allosterischer 
Interaktion (Abb. 32 B). 
 Überraschenderweise führte der analoge Transfer der SUBR von SUR1 in SUR2B 
(Chimäre III; Abb. 33 A) hingegen zu einem kompletten Verlust der allosterischen Wechsel-
wirkung. Bis zu einer Konzentration von 10 µM ließ sich weder [3H]P1075 durch Gliben-
clamid, noch [3H]Glibenclamid durch Pinacidil aus der Bindung verdrängen. Trotz der Auf-
hebung der allosterischen Kopplung der sites können auch an Chimäre III sowohl SUs als auch 
KCOs mit hoher Affinität an das Konstrukt binden. Analog zu Chimäre II ließ sich [3H]P1075 
durch Pinacidil (IC50 bei 0,22 ± 0,04 µM) und [3H]Glibenclamid durch nicht-markiertes Gli-






Abb. 32 Transfer der SUBR 
des SUR1 in SUR2A erlaubt 
es, die wechselseitige Ver-
drängung an einem Konstrukt 
zu untersuchen. Teil A der 
Abbildung zeigt den Aufbau 
der Chimäre II. Eine intakte 
negativ-allosterische W
wirkung ist mit 9 gekenn-
zeichnet. Chimäre II:
SUR2A)-(1129-1242 SUR1)-
(1243-1545 SUR2A); UHDE et 
al., 2001. In Teil B sind die 
Verdrängungsbindungsexperi-
mente an Chimäre II darge-
stellt. Die Untersuchungen zur 
wechselseitigen Kopplung der 
sites von KCOs und SUs 
wurden an Membranen aus 
COS1-Zellen durchgeführt, 
die transient die Chimäre II 
exprimierten. Die Inkuba-
tionsansätze enthielten ent-
weder 3 nM [3H]P1075 oder 
0,3 nM [3H]Glibenclamid, 
100 µM MgATP sowie 1 mM 
freies Mg2+ in Trispuffer (200 
mM, pH 7,4) und steigende 
Konzentrationen an nicht-
markiertem Glibenclamid 
oder Pinacidil. Alle Inkuba-
tionen wurden durch Zugabe 
von Membranen gestartet und 
durch Filtration nach 60 min 
gestoppt (s.a. 3.8.5). Die Er-
gebnisse aus N = 3-5 unab-
hängigen Einzelexperimenten 
sind dargestellt in Prozent der 
spezifischen Bindung des 
[3H]Radioliganden. Aus den 
resultierenden Verdrängungsbindungskurven ergaben sich folgende IC50-Werte und Hill-
Koeffizienten (in Klammern): [3H]Glibenclamid durch Glibenclamid () 1,8 ± 0,1 nM (-1,03); 
[3H]P1075 durch Glibenclamid (z) 1,6 ± 0,2 nM (-0,96); [3H]P1075 durch Pinacidil () 
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Abb. 33 Analoger Transfer 
der SUBR des SUR1 in 
SUR2B führt zu komplettem 
Verlust der allosterischen 
Kopplung. Teil A der Abbil-
dung zeigt den Aufbau der 
Chimäre III. Eine intakte bzw. 
aufgehobene negativ-allo-
sterische Wec
mit 9 bzw. – gekenn-
zeichnet. Chimäre III: 
(1-1095 SUR2B)-(1129-1242 
SUR1)-(1243-1545 SUR2B); 
TOMAN, 2001. In Teil B sind 
die Verdrängungsbindungs-
experimente an Chimäre III 
dargestellt. Die Durchführung 
der Bindungsexperimente und 
Bestimmung der Kurven-
parameter entsprechen den 
Angaben der Abb. 32. Aus 
den resultierenden Bindungs-
kurven an Chimäre III 
ergaben sich folgende IC50-
Werte und Hill-Koeffizienten 
(in Klammern) aus N = 3-5 
unabhängigen Einzelexperi-
menten: [3H]Glibenclamid 
durch Glibenclamid () 1,6 ± 
0,3 nM (-0,99) und [3H] 
P1075 durch Pinacidil () 
0,22 ± 0,04 µM (-1,01). Bis 
zu einer Konzentration von 
10 µM ließ sich weder 
[3H]P1075 durch Gliben-
clamid (z) noch [3H]Gliben-





himäre II und Chimäre III differieren jedoch lediglich in den 42 C-terminalen Aminosäuren 
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des SUR. Diese Ergebnisse sind klares Indiz dafür, dass der C-Terminus Schlüsselfunktion für 
die allosterische Kopplung der sites besitzt (s.a. TOMAN, 2001). Um Bereiche zu identifizieren, 





4.4.2.2 Rolle von TMD0, TMDI und NBF1 für die Kopplung der sites 
Sowohl von SUR1 als auch von SUR2A ausgehend, die je eine intakte Wechselwirkung der 
Bindungsstellen zeigten, wurden Chimären konstruiert, deren erste Hälfte des Rezeptors durch 
jene der anderen Isoform ausgetauscht wurde (Abb. 34). So wurde für die Chimäre IV die 
TMD0, TMDI als auch NBF1 durch die entsprechenden Bereiche des SUR2A ersetzt und für 
die Chimäre V die TMD0, TMDI und NBF1 durch die korrespondierenden Aminosäuren des 
SUR1 ausgetauscht. Die Untersuchungen zur wechselseitigen Verdrängung zeigten, dass der 
Transfer der entsprechenden N-terminalen Bereiche des SUR1 bzw. des SUR2A die negativ-
allosterische Interaktion nicht beeinflusste. Diese Befunde sind Hinweis darauf, dass die 
N-terminalen Bereiche des SUR einschließlich der NBF1 für die negativ-allosterische 
Kopplung keine Bedeutung besitzen. 
 
 
Abb. 34 Rolle von TMD0, 
TMDI und NBF1 für die 
allosterische Kopplung. Die 
Experimente wurden an Mem-
branen aus COS1-Zellen durch-
geführt, die transient SUR1, 
SUR2A, Chimäre IV und V 
exprimierten. Die Durch-
führung der Bindungsexperi-
mente und Bestimmung der 
Kurvenparameter entsprechen 
den Angaben der Abb. 32. Die 
resultierenden Bindungskurven 
für die Chimären (nicht 
gezeigt) unterscheiden sich 
nicht signifikant von den 
Parametern für SUR1 und 
SUR2A. Eine intakte negativ-
allosterische Wechselwirkung 
ist mit 9 gekennzeichnet. 
Zusammensetzung der Chimä-
ren: IV (1-917 SUR2A)-(939-
1582 SUR1); V (1-939 SUR1)- 
(917-1545 SUR2A). 
 
4.4.2.3 Rolle von KCOI, KCOII, TMR12 und TMR13 sowie NBF2 für die Kopplung der 
sites  
Um innerhalb der TMDII die kritischen Regionen für die Interaktion der Bindungsstellen 
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und KCOII) von SUR2A in SUR1 transferiert. Diese Austausche zeigten keinen Einfluss auf 





Chimäre VII mit intakter Kopplung der Bindungsstellen (SCHWANSTECHER et al., 1998, 
TOMAN, 2001) in den ersten 13 N-terminalen transmembranären Regionen, die durch den 
entsprechenden Bereich von SUR1 substituiert wurden. Auch dies führte zu keiner Aufhebung 
der allosterischen Kopplung, als Indiz dafür, dass auch TMR 12 und 13 keine Bedeutung 
besitzen. In Chimäre IX ist zusätzlich die NBF2 substituiert und auch dies blieb ohne Einfluss 
auf die Interaktion (Abb. 35). Die Experimente deuten darauf hin, dass KCOI, KCOII, die 
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Abb. 35 Rolle von KCOI, 
KCOII, TMR12, TMR13 und 
NBF2 für die allosterische 
Kopplung. Die Experimente 
wurden an Membranen aus 
COS1-Zellen durchgeführt, die 
transient SUR1, SUR2A, 
Chimäre VI, VII, VIII und IX 
exprimierten. Eine intakte ne-
gativ-allosterische Wechselwir-
kung ist mit 9gekennzeichnet. 
Für weitere Details siehe Abb. 
32 und 34. Zusammensetzung 
der Chimären: VI (1-1091 
SUR1)-(1059 - 1087 SUR2A)-
(1121-1250 SUR1)-(1218-1320 
SUR2A) - (1358 - 1582 SUR1), 
UHDE et al., 2001; VII (1-1499) 
- (1537 - 1582 SUR1); TOMAN, 
2001; VIII (1-1091 SUR1) - 
(1059 - 1499 SUR2A) - (1537-
1582 SUR1); IX (1-1091 
SUR1) - (1059-1320 SUR2A) - 







































4.4.2.4 Die SUBR ist kritisch für die Kopplung der sites 
 
aktion. Teil  der Abbildung 
bzw. aufgehobene negativ-
 
Abb. 36 SUBR ist kritisch für 
die negativ-allosterische Inter-
A
zeigt den Aufbau der Chimären 
III, VII und X. Eine intakte 
allosterische Wechselwirkung 
ist mit 9 
net. Für weitere Details und 
Zusammensetzung der Chimäre 
SUR2B) - (1537-1582 SUR1); 
TOMAN, 2001. In Teil B sind 
die Verdrängungsbindungs-
experimente an Chimäre X 
argestellt. Die Experimente 
urden an Membranen aus 
OS1-Zellen durchgeführt, die 
bzw. –  gekennzeich-
Ergebnisse der Chimären III 
und VII siehe Abb. 32 bis 35. 
X (1 - 1095 SUR2B) - (1129 -
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transient SUR1, SUR2B, 
Chimäre III, VII und X ex-
primierten. Aus den resul-
tierenden Bindungskurven an 
Chimäre X ergaben sich 
folgende IC50-Werte und Hill-
Koeffizienten (in Klammern) 
aus N = 3-5 unabhängigen 
Einzelexperimenten: [3H]Gli-
benclamid durch Glibenclamid 
() 1,6 ± 0,2 nM (-0,99) und 
[3H]P1075 durch Pinacidil () 
0,22 ± 0,02 µM (-1,01). Bis zu 
einer Konzentration von 10 µM 
ließ sich weder [3H]P1075 
durch Glibenclamid (z) noch  
[3H]Glibenclamid durch Pina-




Ein ganz anderes Bild zeigte sich jedoch bei Substitution der SUBR (Abb. 36). So führte der 
Transfer der SUBR des SUR1 in SUR2B (Chimäre III; s.a. Abb. 33) ebenso wie der Transfer 
der SUBR des SUR1 in Chimäre VII (Chimäre X) zu einem jeweils kompletten Verlust der 
Interaktion. Diese Ergebnisse zeigen, dass neben dem C-Terminus (TOMAN, 2001) auch die 
SUBR kritische Bedeutung besitzt für die negativ-allosterische Regulation der Bindungsstellen 
für KCOs und SUs. 
 
4.4.3 Eine Aminosäure der SUBR des SUR beeinflusst die negativ-allosterische 
Kopplung der hochaffinen Bindungsstellen 
Die negativ-allosterische Kopplung der hochaffinen Bindungsstellen für SUs und KCOs ist in 
Chimäre III, nicht aber in Chimäre II aufgehoben (Abb. 33 und 32). Diese Chimären 
unterscheiden sich untereinander lediglich im 42 Aminosäuren umfassenden C-Terminus. 
Chimäre III besitzt den C-Terminus des SUR1 und Chimäre II den des SUR2A. 19 von 42 
Aminosäuren sind in den C-Termini different und müssen damit für das abweichende 
Verhalten bei der negativ-allosterischen Kopplung verantwortlich sein. In früheren Unter-
suchungen konnten durch schrittweises Ersetzen von Aminosäuren des C-Terminus von SUR1 
durch analoge Reste des SUR2A zwei Aminosäuren detektiert werden, die für die negativ-
allosterische Kopplung von Bedeutung sind (TOMAN, 2001). Neben der Relevanz des 
C-Terminus konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die SUBR ebenfalls von 
kritischem Einfluss für die allosterische Interaktion der Bindungsstellen von SUs und KCOs ist 
(4.4.2). Während SUR2B und Chimäre VII eine jeweils intakte Interaktion aufwiesen, war in 
den Chimären III und X die Kopplung vollständig aufgehoben (Abb. 36). 
 
Abb. 37 In der SUBR sind 31 
nicht-konservierte Amino-
säuren lokalisiert. Diese 
Abbildung zeigt einen Vergleich 
der Aminosäuresequenzen der 
SUBR des SUR1 (C1129- 
T1242) und der SUBR des 
SUR2A (T1096 - S1209). In der 
jeweils ersten Zeile der Reihen 
ist ein Sequenzausschnitt des 
SUR1 dargestellt, in der jeweils zweiten Zeile sind die zu SUR1 differierenden Aminosäuren 
(AS) des SUR2A hervorgehoben. 31 der 114 AS differieren zwischen SUR1 und SUR2A. 
Schwarz unterlegt ist die Pos. S1238 bzw. Y1205, die direkt an der Ausbildung der hoch-
affinen Bindung von SUs beteiligt ist, jedoch keinen Effekt auf die allosterische Wechsel-
wirkung zeigte (TOMAN, 2001). Grau unterlegt sind die Pos. der AS, die sich in Gestalt, 
Ladung oder Reaktivität maßgeblich unterscheiden (zum Alignment der Sequenzen siehe: 3.9). 
C T S
A VC R Q T
Y A Q KL Y S T
SUR1  (1129)  N IDQHIP T
SUR1  PL V YFIQKYFRVAS DLQ LDD TQLP
SUR1  LTTIRAFR E RF Q LE TD NNIA LFL   (1242)
LE L RSTLLC SA ISY TPV
SUR2A (1096)  
FL AL L HF E
SUR2A   
T EG
SUR2A            (1209)
C S V LTV V
T I      P   S T      L  IGM   A   
V L VS A
I  A  G AF           K   E   S     LC  S 
V







Diese Konstrukte unterscheiden sich in der SUBR. Um Aminosäuren innerhalb der SUBR zu 
identifizieren, die für die allosterische Wechselwirkung von Bedeutung sind, wurde ein 








 3 % (V1156M); 11 ± 2 % (C1175F); 
± 1 % (Y1219H); 13 ± 2 % 
 3 % (L1227M) und 16 ± 1 % 
systematisch Aminosäuren, die sich in Gestalt, Ladung oder chem
lich unterscheiden, durch jene der SUBR von SUR2A ersetzt 
tiv-allosterische Wechselwirkung der hochaffinen Bindungsste
von Aminosäuren in Chimäre X wieder herzustellen. Nach tra
tion der Membranen wurden die mutanten Chimären in Ver
auf ihre negativ-allosterische Interaktion durch wechselseit
untersucht (Abb. 38 und 39). 
 
4.4.3.1 Verdrängung von [3H]Glibenclamid durch Pina
mutationen in der SUBR 
 
Abb. 38 Punktmutationen in der SUBR der 
Chimäre X induzieren keine deutliche 
Zunahme der Verdrängbarkeit von 
[3H]Glibenclamid durch Pinacidil. Die 
Experimente wurden an Membranen aus 
COS1-Zellen durchgeführt, die transient 
die Chimären II und X bzw. die ent-
sprechenden Punktmutationen in Chimäre 
X exprimierten (s.a. 3.8.5). Die Inkuba-
tionsansätze enthielten 0,3 nM [3H]Gli-
benclamid, 100 µM MgATP sowie 1 mM 
freies Mg2+ in Trispuffer (200 mM, pH 7,4) 
und 100 µM Pinacidil. Die Pinacidil-
konzentration entsprach somit einem ca. 
500-fachen Überschuss, bezogen auf den 
IC50-Wert von Pinacidil an Chimäre X. Die 
Ergebnisse sind dargestellt als 
Verdrängung von [3H]Glibenclamid durch 
Pinacidil in Prozent bezogen auf die 
maximale Verdrängung durch 100 nM 
Glibenclamid. Angegeben sind die 
Mittelwerte ± SEM aus N = 4-9 unab-
hängigen Einzelexperimenten: 100 ± 1 % 
(II); 1 ± 2 % (X); 11 ± 2 % (C1129T); 7 ± 1 
% (T1131I); 12 ± 2 % (S1138P); 1 ± 2 % (T1155G); 17 ±
4 ± 1 % (R1187K); 8 ± 1% (Q1191E); 11 ± 1 % (A1205S); 12 
(A1221T); 22 ± 4 % (Q1224K); 15 ± 2 % (K1226R); 20 ±
(Y1230L); * p > 0,01 für den Vergleich mit Chimäre X. 
Abb. 37). Ziel war es, die nega-
len durch singuläre Substitution 
sienter Expression und Präpara-
rängungsbindungsexperimenten 
ge Verdrängung der Liganden 
idil an Chimäre X mit Punkt-
 [ H]Glibenclamid durch Pinacidil [%] 3  
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Wie in Abb. 38 dargestellt, wurden 15 isolierte Punktmutationen in Chimäre X eingeführt, bei 
denen jeweils durch die entsprechende Aminosäure in SUR2A substituiert wurde. Keine der 
Substitutionen führte zu einer deutlichen Zunahme des Anteils an [3H]Glibenclamid, der durch 
Pinacidil verdrängt werden konnte (Abb. 38). 
 
4.4.3.2 Verdrängung von [3H]P1075 durch Glibenclamid an Chimäre X mit Punkt-
mutationen in der SUBR 
Bei der U 3 5 durch Glibenclamid zeigte sich 
überraschenderweise ein abweichendes Bild: 14 der 15 untersuchten Substitutionen induzierten 
3
nsätze enthielten 3 nM [3H]P1075, 100 µM 
gATP sowie 1 mM freies Mg2+ in Tris-
ntersuchung der Verdrängung von [ H]P107
keine bzw. keine deutliche Zunahme der Verdrängbarkeit von [3H]P1075 durch Glibenclamid. 
Die prozentuale Verdrängung variierte analog zur reziproken Untersuchung (Abb. 38) 
zwischen ca. 1 % und 25 %. Nur ein einziger Austausch, die Substitution des Cysteins in 
Position 1175 gegen Phenylalanin, induzierte eine fast vollständige Rekonstituierung der 
negativ-allosterischen Kopplung der Bindungsstellen. Glibenclamid konnte [3H]P1075 zu über 
96 % verdrängen (Abb. 39). 
 
Abb. 39 Eine Punktmutation in der SUBR der 
Chimäre X induziert eine deutliche Zunahme 
der Verdrängbarkeit von [ H]P1075 durch 
Glibenclamid. Die Experimente wurden an 
Membranen aus COS1-Zellen durchgeführt, 
die transient die Chimären bzw. die ent-
sprechenden Punktmutationen in Chimäre X 
exprimierten (s.a. 3.8.5). Die Inkubations-







puffer (200 mM, pH 7,4) und 100 nM 
Glibenclamid Diese Konzentration entsprach 
einem ca. 60-fachen Überschuss, bezogen auf 
den IC50-Wert von Glibenclamid an Chimäre 
X. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus 
N =  4-9  unabhängigen Experimenten: 100 ± 
2 % (II); 2 ± 2 % (X); 7 ± 1 % (C1129T); 5 ± 
1 % (T1131I); 21 ± 3 % (S1138P); 27 ± 4 % 
(T1155G); 21 ± 3 % (V1156M); 96 ± 2 % 
(C1175F); 12 ± 2 % (R1187K); 11 ± 2 % 
(Q1191E); 1 ± 1 % (A1205S); 3 ± 1 % 
(Y1219H); 2 ± 1 % (A1221T); 22 ± 3 % 
(Q1224K); 2 ± 2 % (K1226R); 16 ± 1 % 
(L1227M) und 11 ± 1 % (Y1230L); * p < 0,01 
für den Vergleich mit Chimäre X. 
L1227M
Y1230L
40 60 80 100200
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Die partielle Wiederherstellung der allosterischen Interaktion durch die singuläre Substitution 
des Cysteins wurde in Verdrängungsbindungsexperimenten detaillierter untersucht. Dabei 
zeigte sich, dass die für die Punktmutation C1175F in Chimäre X resultierende Verdrängungs-
kurve von der für Chimäre II nicht zu unterscheiden war. Der Kurvenverlauf, die halbmaximal-
inhibitorische Konzentration von Glibenclamid zur Verdrängung von [3H]P1075 und der 
Steigungskoeffizient war nahezu identisch zu den Parametern der Chimäre II (Abb. 40). 
 
Abb. 40 Einfluss von Glibenclamid 
auf die Bindung von [ H]P1075 an 
C1175F in Chimäre X im Vergleich zu 
3
Chimäre II. Die Verdrängung von 
[3H]P1075 durch steigende Konzent-
rationen an Glibenclamid wurde an 
Membranen aus COS1-Zellen durch-
und C1175F in Chimäre X ex-
primierten (s.a. 3.8.5). Die Inkuba-
tionsansätze enthielten 3 nM [3H] 
P1075, 100 µM MgATP, 1 mM freies 
Mg2+ und steigende Konzentrationen 
an Glibenclamid. Die Ergebnisse sind 
angegeben in Prozent der spezifischen 
Bindung von [3H]P1075. Die 
unspezifische Bindung wurde in 
Reaktionsansätzen ermittelt, die 
zusätzlich 100 µM Pinacidil ent-
ls größer als das Symbol) und den resultierenden 
-Werte und Hill-Koeffizienten (in Klammern) aus 
z) Chimäre II 1,6 ± 0,2 nM (-0,96); ({) C1175F 
Os werden durch die Substitution C1175F in 
ativ-allosterischen Interaktion durch Substitution 
 Chimäre X auf einer Modulierung der Affini-
rden in Bindungsstudien die Affinitäten der 
ucht. Für das humane P-Glycoprotein (Pgp), das 
BC-Proteine darstellt (1.8.2), konnte durch LOO 
geführt, die transient die Chimäre II 
hielten. Aus den Mittelwerten ± SEM (fal
Bindungskurven ergaben sich folgende IC50
N = 3-5 unabhängigen Einzelexperimenten: (
in Chimäre X 1,5 ± 0,3 nM (-1,04). 
 
4.4.3.3 Die Affinitäten für SUs und KC
Chimäre X nicht beeinflusst 
Um zu klären, ob die Rekonstitution der neg
des Cysteins in Pos. 1175 zu Phenylalanin in
täten von SUs und / oder KCOs basiert, wu
Liganden vergleichend zu Chimäre X unters
wie der SUR ein Mitglied der Familie der A
und CLARKE aufgezeigt werden, dass eine zu C1175 homologe Position (Abb. 41) des Pgp I868 




SUR1   (1165)  LVALLPLAVV- YFIQKYF-RVASRDLQQL  (1192)
 
 89
ildung zeigt einen Ausschnitt der Aminosäure-
-Glycoproteins 1 (Ppg, Multidrug Resistance 
rotein 1, Kenn- Nr.: P08183). Die homologen Positionen: I868 des Pgp und C1175 des SUR1 
sind grau unterlegt, die Positionierung der Sequenzen im Gesamtprotein ist in Klammern 
 
Die in Verdrängungsexperimenten an C1175F in Chimäre X ermittelten IC -Werte und 
Steigungskoeffizienten für Glibenclamid und Pinacidil unterschieden sich nicht signifikant von 
den Werten für Chimäre X. Die Affinitäten für beide Liganden blieben durch die Substitution 
(1,3 nM für Glibenclamid bzw. 0,20 µM für Pinacidil, Abb. 42) also unverändert. Diese 
Untersuchungen zeigen, dass durch eine singuläre Punktmutation innerhalb der SUBR die 
negativ-allosterische Interaktion zwischen den Bindungsstellen für SUs und KCOs moduliert 
werden kann. Um diese Aminosäure mit offenbar kritischer Bedeutung näher zu analysieren, 
wurde eine Serie von Substitutionen dieses Restes durchgeführt. 
 
nacidil bzw. 100 nM Glibenclamid bestimmt. 
enden Bindungskurven ergaben sich folgende 
rn) aus N = 3-5 unabhängigen Einzelexperi-
lamid durch nicht markiertes Glibenclamid: 
F in Chimäre X 1,3 ± 0,1 nM (-1,04) bzw. für 
himäre X 0,22 ± 0,02 µM (-1,01) und 

Abb. 41 Die Amino-
säure Isoleucin in 
Pos. 868 des P-Glyco-
proteins ist homolog 
zu Cystein in Pos. 1175 des SUR1. Diese Abb
sequenzen des SUR1 und des humanen P








Abb. 42 Die Substitution C1175F in 
Chimäre X führt zu keiner Änderung 
der Affinitäten für SUs und KCOs. 
Die Verdrängung von [3H]P1075 
durch steigende Konzentrationen an 
Glibenclamid bzw. [3H]Glibenclamid 
durch Pinacidil wurden an Mem-
branen aus COS1-Zellen durch-
geführt, die transient die Chimäre X 
und C1175F in Chimäre X ex-
primierten (s.a. 3.8.5). Die Inkuba-
tionsansätze enthielten entweder 
3 nM [3H]P1075 oder 0,3 nM 
[3H]Glibenclamid, 100 µM MgATP, 
1 mM freies Mg2+ und steigende 
Konzentrationen an Glibenclamid 
oder Pinacidil. Die Ergebnisse sind 
angegeben in Prozent des spezifisch 
gebundenen [3H]Radioliganden. Die 
unspezifische Bindung wurde durch 100 µM Pi
Aus den Mittelwerten ± SEM und den resultier
IC50-Werte und Hill-Koeffizienten (in Klamme
menten für die Verdrängung von [3H]Glibenc
(z) Chimäre X 1,6 ± 0,2 nM (-0,99); ({) C1175
die Verdrängung von [3H]P1075 durch Pinacidil: () C




4.4.3.4 Unterschiedliche Substituenten in Position 1175 modulieren die allosterische 
Interaktion der sites 
 
ntuale 






00 mM, pH 7,4) und 100 M 
inacidil. Die Pinacidilkonzentration 
Überschuss, bezogen auf den IC -
Wert von P
Ergebnisse sind dargestellt als prozentuale Verdrängung von [3H]Glibenclamid durch Pinacidil 
± ± ± ±
anin 
führten Mutationen zu zwei weiteren Aromaten bzw. Heterozyklen, Tyrosin und Tryptophan, 
A)  Verdrängung von [3H]Glibenclamid durch Pinacidil 
Dabei ergab sich, dass eine Reihe von Substituenten die Verdrängbarkeit von [3H]Gliben-
clamid durch Pinacidil ähnlich wie C1175F nur geringfügig steigerten. Die proze
aromatische Aminosäure Tyrosin, für basische Reste 
tische Aminosäure Isoleucin, als auch für Heterozyklen
11 % und 17 %. Die negativ geladenen Substituent
Glutamat bzw. 61 % für Aspartat eine deutliche Zuna
der durch Pinacidil verdrängt werden konnte (Abb. 43). 
 
 
Abb. 43 Negativ geladene Sub-
stituenten in Pos. 1175 der Chimäre X 
induzieren eine Zunahme der 
Verdrängbarkeit von [3H]Gliben-
clamid durch Pinacidil. Die Ver-
drängungsexperimente wurden an 
Membranen aus COS1-Zellen durch-
geführt, die transient die Chimäre X 






ie Arginin und Lysin, für die alipha-
wie Tryptophan und Histidin zwischen 
n hingegen induzierten mit 53 % für 
me des Anteils von [3H]Glibenclamid, 
exprimierten (s.a. 3.8.5). Die Inkuba-
tionsansätze enthielten 0,3 nM [3H] 
Glibenclamid, 100 µM MgATP und 
1 mM freies Mg2+ in Trispuff
µ
Verdrängung von [ H]Glibenclamid durch Pinacidil [%] 3  








entsprach somit einem ca. 500-fachen 
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inacidil an Chimäre X. Die 
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bezogen auf die maximale Verdrängung durch 100 nM Glibenclamid. Angegeben sind die 
Mittelwerte ± SEM aus N = 6-12 unabhängigen Einzelexperimenten: 1 ± 2 % (X); 11 ± 2 % 
(C1175F); 15  2 % (C1175Y); 17  1 % (C1175W); 53  4 % (C1175E); 61  3 % (C1175D); 
11 ± 1 % (C1175R); 14 ± 2 % (C1175K); 16 ± 3 % (C1175H); 15 ± 1 % (C1175I); * p < 0,01 
für den Vergleich mit Chimäre X. 
 
 
B)  Verdrängung von [3H]P1075 durch Glibenclamid 
 








Arginin, Lysin, Histidin oder Isoleucin jedoch nicht zu einer Verdrängung von [3H]P1075, 
sondern zu einer zusätzlichen Induktion der Bindung weit über das Anfangsniveau hinaus. Am 
stärksten ausgeprägt war der Effekt bei der Substitution C1175K in Chimäre X mit einer über 
ähnlichen Ergebnissen: Die Verdrängbarkeit von [3H]P1075 durch 
weils Werte von annähernd 90 %. Überraschenderweise führte die 
 bei allen weiteren Substitutionen: gegen Glutamat, Aspartat, 
00 %igen Steigerung der Bindung von [3H]P1075 (Abb. 44). 1
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Abb. 44 Einfluss von Glibenclamid au
Serie von Substitutionen des Restes C1
aus COS1-Zellen durchgeführt, die 
mutationen des Cystein-Restes in Chimä
enthielten 3 nM [3H]P1075, 100 µM Mg
pH 7,4) und 100 nM Glibenclamid. Die G
60-fachen Überschuss, bezogen auf d
Ergebnisse sind dargestellt als prozen
[3H]P1075 durch Glibenclamid bezogen
cidil. Angegeben sind die Mittelwerte ±
Verdrängung von [3H]P1075 durch Gli
(C1175Y); 87 ± 5 % (C1175W); Induktion der Bindung von [ H]P1075 durch Glibenclamid: 
61 ± 2 % (C1175E); 81 ± 3 % (C1175D); 57 ± 2 % (C1175R); 101 ± 3 % (C1175K); 85 ± 3 % 





40 60 80 1002000  
f die Bindung von [3H]P1075 an Chimäre X mit einer 
175. Die Bindungsexperimente wurden an Membranen 
transient die Chimäre X und eine Serie von Punkt-
re X exprimierten (s.a. 3.8.5). Die Inkubationsansätze 
ATP und 1 mM freies Mg2+ in Trispuffer (200 mM, 
libenclamidkonzentration entsprach somit einem ca. 
en IC50-Wert von Glibenclamid an Chimäre X. Die 
tuale Verdrängung bzw. Induktion der Bindung von 
 auf die maximale Verdrängung durch 100 µM Pina-
 SEM aus N = 6-12 unabhängigen Einzelexperimenten: 









4.4.3.5 Die durch Glibenclamid induzierte Zunahme der Bindung von [3H]P1075 ist 
nicht auf einen Anstieg der Affinität zurückzuführen 




± 0,3 nM für Glibenclamid (jeweils in 
n- bzw. Abwesenheit von Glibenclamid oder Pinacidil bestimmt) untereinander und im 
ergleich zu Chimäre X nahezu identisch 
Die Ergebnisse sind angegeben in Prozent des spezifisch 
ebundenen [ H]Radioliganden. Aus den Mittelwerten ± SEM und den resultierenden 
indungskurven ergaben sich folgende IC50-Werte und Hill-Koeffizienten (in Klammern) aus 
rdrängung von [3H]Glibenclamid durch 
icht-markiertes Glibenclamid: (z) 1,6 ± 0,1 nM (-1,03) in Abwesenheit und ({) 1,3 ± 0,2 nM 
Pinacidil: () 0,21 ± 0,04 µM (-0,97) in Abwesenheit und () 0,20 ± 0,02 µM (-1,04) in An-
Die Substitution des Cysteins gegen Lysin hatte den d
clamid-vermittelte Induktion der Bindung von [ H]P1075. Um der Frage nachzugehen, ob die 
Zunahme der Bindung von [ H]P1075 durch Zusatz von Glibenclamid auf einen Anstieg der 
Affinität für [ H]P1075 zurückzuführen sein könnte, wurde die Affinität für Pinacidil in An- 
und Abwesenheit von 100 nM Glibenclamid an der Mutante C1175K in Chimäre X analysiert 
(Abb. 45). Zusätzlich wurde der Einfluss von 30 µM Pinacidil auf die Affinität für Glibencla-
mid untersucht. Dabei ergab sich, dass die in kompetitiven Verdrängungsbindungsexperimen-
ten bestimmten halbmaximal-inhibitorischen Konzentrationen mit 0,20 ± 0,04 µM bzw. 
0,21 ± 0,02 µM für Pinacidil und 1,3 ± 0,2 nM bzw. 1,6 
A
V waren. Auch die Steigungskoeffizienten lagen 
e Liganden an den hochaffinen sites bleiben also durch 
 jeweiligen allosterischen Liganden unverändert. 
 
Abb. 45 Einfluss von Glibenclamid auf die 
Affinität von Pinacidil und von Pinacidil 
auf die Affinität von Glibenclamid für 
Chimäre X-C1175K. Die kompetitiven 
Verdrängungen beider Liganden wurden 
an Membranen aus COS1-Zellen 
durchgeführt, die transient C1175K in 
Chimäre X exprimierten (s.a. 3.8.5). Die 
Inkubationsansätze enthielten entweder 
0,3 nM [3H]Glibenclamid oder 3 nM 
[3H]P1075, 100 µM MgATP, 1 mM freies 
Mg2+ und steigende Konzentrationen an 
Glibenclamid oder Pinacidil. Zur 
jeweils nahe -1. Die Affinitäten für beid
diese Substitution auch in Anwesenheit des
Bestimmung der Affinitäten in An-
wesenheit allosterischer Liganden wurde 
für die Verdrängung von [3H]Gliben-
clamid durch nicht-markiertes Gliben-
clamid zusätzlich 30 µM Pinacidil und für die Verdrängung von [3H]P1075 durch Pinacidil 
100 nM Glibenclamid zugesetzt. 
3
Ligand (nM)



























N = 4-6 unabhängigen Einzelexperimenten für die Ve
n
(-0,96) in Anwesenheit von Pinacidil bzw. für die Verdrängung von [3H]P1075 durch 





4.4.3.6 Einfluss der Glibenclamid-Konzentration auf die Bindung von [ H]P1075 an 
Chimäre X-C1175K 
Bindung des [3H]-markierten 
adioliganden. Höhere Konzentrationen an Glibenclamid führten jedoch konzentrations-
bhängig zu einer fast vollständigen Verdrängung von [3H]P1075. Das Maximum entsprach 




Abb. 46 Einfluss der Glibencla-
mid-Konzentration auf die Bindung 
von [ 3H]P1075 an C1175K in 
Chimäre X. Die Bindungs-
experimente wurden an Mem-
branen aus COS1-Zellen durch-
geführt, die transient Chimäre X-
C1175K exprimierten (s.a. 3.8.5). 
Die Ergebnisse sind dargestellt in 
Prozent der spezifischen Bindung 
 [3H]P1075 (3 nM). Die un-
pezifische Bindung wurde in 
egenwart von 100 µM Pinacidil 
 
3
Um den Effekt der Glibenclamid-vermittelten Induktion der [3H]P1075-Bindung an 
Chimäre X-C1175K (Abb. 44) näher zu analysieren, wurde der Einfluss steigender Konzent-
rationen von Glibenclamid auf die Bindung von [3H]P1075 untersucht. Glibenclamid 






bestimmt. Aus den Mittelwerten ± 
SEM ergab sich aus N = 5 
unabhängigen Einzelexperimenten 
ein zweiphasiger Verlauf für die 
resultierende Bindungskurve mit 
Induktion der Bindung von 
[3H]P1075 durch den allosterischen 
Liganden bis zu einer Konzent-
ration von 100 nM und einem 
EC50-Wert von ca. 20 nM bzw. Verdrängung der Bindung von [3H]P1075 im 
Konzentrationsbereich über 100 nM Glibenclamid. Der IC50-Wert für die Verdrängung des 
Radioliganden durch Glibenclamid lag bei ca. 0,6 µM. 
Glibenclamid (nM)



























4.4.3.7 Einfluss von Glibenclamid auf die Kinetik der Dissoziation des Komplexes 
zwischen Chimäre X-C1175K  und [  3H]P1075 
Zur weiteren Analyse der allosterischen Interaktion der Bindungsstellen für SUs und KCOs an 
der Chimäre X-C1175K wurden Dissoziationsstudien durchgeführt. Diese Studien erlauben 
Aussagen über Art und Weise der Verdrängung von [3H]P1075 durch hohe Konzentrationen an 
Glibenclamid. Dazu wurde die Dissoziation des Rezeptor-Radioligand-Komplexes von 
Chimäre X-C1175K und [3H]P1075 durch Zugabe eines Überschusses an nicht-markiertem 
Pinacidil und durch Zugabe einer Kombination von Pinacidil und nicht-markiertem 
Glibenclamid induziert. Es ergaben sich Kurven, die nach Auswertung (3.11.4 A und B) für 
monophasisch (Pinacidil) bzw. biphasisch (Kombination von Pinacidil und Glibenclamid) 
ablaufende Dissoziationen sprachen (Abb. 47). 
 
 
Abb. 47 Einfluss von Gliben-
Komplexes zwischen [ 3H]P107
clamid auf die Dissoziation des 
5 
und C1175K in Chimäre X. 
 un
 
tz. Zu vordefinierten Zeiten (s.o.) wurden 
Membranen aus COS1-Zellen mit 
transient exprimierter Chimäre X-
C1175K wurden 60 min in 
Gegenwart von [3H]P1075 in 
einer Endkonzentration von 3 nM, 
400 µM MgATP und 1 mM 
freiem Mg2+ in Trispuffer 
(200 mM, pH 7,4) vorinkubiert. 
Zum Zeitp kt t = 0 Minuten 
wurden die Dissoziationen durch 
Zugabe von 100 µM Pinacidil (z) 
bzw. durch kombinierte Zugabe 
von 100 µM Pinacidil und 10 µM 
Glibenclamid () zu einem 
Aliquot des Inkubationsmediums 
als Kontrolle (S). Angegeben sind jeweils 
Aliquote der Ansätze entnommen und die Inkubationen durch Filtration beendet (s.a. 3.8.5). 
Die Bindungen wurden als relative Prozentsätze der spezifischen Bindung zum Zeitpunkt t = 0 
bestimmt und als Mittelwerte ± SEM aus N = 3 unabhängigen Einzelexperimenten angegeben. 
Die Analyse der jeweiligen Zeitkurven ergab folgende Konstanten (3.11.4 A und B): 
k = 8,46 . 10-3 ± 0,51 . 10-3 min -1 bei B = 102 % für die Dissoziation induziert durch Pinacidil 
(z) bzw. bei kombinierter Zugabe von Pinacidil und Glibenclamid: k1 = 0,57 ± 0,04 min -1 und 
k2 = 0,018 ± 0,003 min  -1 bei B1 = 93,4 % und B2 = 6,6 % (). 
gestartet. Der Rest des Inkubationsansatzes diente





Hier zeigte sich, dass Glibenclamid einen starken Einfluss auf die Dissoziations-
geschwindigkeit des Komplexes zwischen Chimäre X-C1175K und [ H]P1075 besitzt. Für die 
Dissoziation induziert durch 100 µM Pinacidil, die am besten durch eine monophasische 
1  1 2  
2
Glibenclamid-induzierte Hemmung der Bindung von [3H]P1075 auf eine allosterische 
teraktion zurückzuführen ist. 
3
Kinetik beschrieben werden konnte, ergab sich eine Geschwindigkeitskonstante von 8,46 . 10 -3 
± 0,5 . 10 -3 min -1 (B = 102 %). Die gleichzeitige Applikation einer Kombination aus 100 µM 
Pinacidil und 10 µM Glibenclamid jedoch führte zu einer biphasisch ablaufenden Dissoziation, 
deren Kinetik sich mit  k  = 0,57 ± 0,04 min-1 (B  = 93,4 %) und k  = 0,018 ± 0,003 min-1
(B  = 6,6 %) drastisch von der durch Pinacidil alleine unterschied. Die gleichzeitige Zugabe 
des allosterischen Liganden Glibenclamid induziert also eine starke Beschleunigung der 







5.1 Rolle der NBFs ins SURs 
 die Vermutung nahe, dass NBF1 und NBF2 
unterschiedliche Funktionen besitzen könnten. Postuliert werden derzeit zwei Modelle für die 








Zahlreiche Substitutionen, Insertionen und Deletionen in SUR1 sind ursächlich für die 
hyperinsulinämische Hypoglykämie des Kleinkindes (HI). Diese Mutationen finden sich im 
gesamten SUR - eine Häufung der HI-induzierenden Mutationen in NBF2 ist jedoch 
offensichtlich (s. Abb. 11; FOURNET und JUNIEN, 2003). Da bislang weit weniger krankheits-
induzierende Mutationen in NBF1 gefunden wurden, könnte dies ein Indiz dafür sein, dass sich 
Mutationen in NBF1 wesentlich stärker auf die Funktion des KATP-Kanals auswirken als 
solche, die in NBF2 lokalisiert sind. Die unterschiedliche Anzahl der Mutationen in den 
Nukleotid-bindenden Domänen legen weiterhin
Funktionen der NBFs in SURs. Ein asymme
Interaktion von Nukleosidtriphosphaten (NTP; wie z.B.
diphosphaten (NDP; wie z.B. ADP und GDP) nach erfolgte
(UEDA et al., 1997; 1999; MATSUO et al., 1999). Hier wird 
des Abdissoziierens von NDP in NBF2 - z.B. durch einen 
ration von ADP - eine Öffnung des KATP-Kanals durch St
Konformation induziert. Sinkende NDP-Konzentrationen
Abfangen von MgADP würden demnach in einem 
(BIENENGRAEBER et al., 2000; ZINGMAN et al., 2001; 2002). 
 
ATP) in NBF1 und Nukleosid-
 Hydrolyse von NTP in NBF2 aus 
genommen, dass eine Inhibierung 
nstieg der cytosolischen Konzent-
bilisierung der posthydrolytischen 
 wie z.B. durch enzymatisches 
chließen des Kanals resultieren 
                 
 
Abb. 49 Asymmetrisches Modell für die Interaktion von ATP und ADP in den NBFs des SUR 





Dem gegenüber steht ein Modell mit symmetrischer Funktion der NBFs, bei dem 
angenommen wird, dass alternierende katalytische Zyklen aus ATP-Bindung und -Hydrolyse 
in NBF1 und NBF2 den SUR aus seinem für KCOs und NDPs insensitiven Zustand in die 
sensitive Konformation schalten. KCOs und NDPs interagieren nur mit dieser sensitiven „on“-
Konformation (SCHWANSTECHER et al., 1998; SIEVERDING, 1998b; DÖRSCHNER et al., 1999). 
 
Um das asymmetrische und symmetrische Modell für die Funktionen der NBFs zu prüfen, 
wurden die beiden NBFs des SUR strukturell sowie funktionell miteinander verglichen. Dazu 
wurden zunächst Homologie-Modelle der beiden NBFs auf Basis struktureller Daten eines eng 
verwandten Nukleotid-bindenden Proteins des TAP1 abgeleitet (s. 3.9 und 3.10 bzw. 4.1.3). 
Darüber hinaus wurden systematisch Substitutionen hochkonservierter Aminosäuren (s. 4.2, 
5.4.1 und 5.4.2) als auch HI-analoge Mutationen (s. 4.3 und 5.4.3) jeweils in NBF1 und NBF2 
des SUR2A homolog eingebracht und deren Einfluss auf die MgATP-abhängige Bindung von 
[3H]P1075 vergleichend untersucht. 
 
5.2 Die Tertiärstrukturen der NBFs des SUR2A und des TAP1 sind weitgehend 
identisch 
Ein gängiges Verfahren zur Aufklärung der Architektur und Funktionsweise von Proteinen ist 
die Kristallisation und Röntgenstrukturanalyse. Für den SUR ist dies bislang aufgrund der 
Größe und hohen Lipophilie nicht gelungen. Zahlreiche Tertiärstrukturen Nukleotid-bindender 
Untereinheiten diverser ABC-Transporter jedoch konnten in den letzten Jahren aufgeklärt 
werden (HUNG et al., 1998; DIEDERICHS et al., 2000; GAUDET und WILEY, 2001; KARPOWICH 
et al., 2001; LAMERS et al., 2000; YUAN et al., 2001). Diese Daten bilden den Ansatzpunkt zur 
Ableitung homologer 3D-Strukturen von NBFs eng verwandter ABC-Proteine. Berechnungs-
grundlage für die Modelle der NBF1 und NBF2 des SUR2A war die hochauflösende 
Kristallstruktur der NBF des TAP1 - des Nukleotid-bindenden Proteins des humanen Antigen-
Peptidtransporters (GAUDET und WILEY, 2001). Der Vergleich der Aminosäuren der NBF des 
TAP1 und NBF1 des SUR2A (s. Abb. 14) ergab eine 30 %ige Identität der Sequenzen, der 
Vergleich mit NBF2 einen Wert von 29 % (PDB FASTA-Search, PEARSON und LIPMAN, 1988; 
s. 3.9), als Indiz dafür, dass sich die Raumstrukturen der NBFs des TAP1 und des SUR2A 
nicht wesentlich unterscheiden. Tatsächlich führen Proteine mit signifikanter Sequenz-
homologie (> 25%) fast immer zu sehr ähnlichen dreidimensionalen Strukturen (PEARSON und 





NBF2 des SUR verbindet, in Analogie für die NBFs weiterer ABC-Transporter wie z.B. für 
P1 (GAUDET und WILEY, 2001) gezeigt, ein Bereich aus 
Faltblat auptsegmente der Nukleotid-bindenden Untereinheit: 
Arm I und Arm II. Die ATP-bindende Tasche befindet sich am Ende des cytosolisch 
ausgerichteten ersten Arms (s.a. Abb. 15). Zeitgleich zu diesen Untersuchungen konnten für 
die NBFs des SUR1 auf Basis der Daten des HisP (BEYER et al., 2001) bzw. des MJ0796 
(CAMPBELL et al., 2003) zu den NBFs des SUR2A nahezu identische Analogmodelle abgeleitet 
werden. 
 
end übereinstimmt, zum anderen 
ind diese Befunde klares Zeichen für eine weitreichende strukturelle Symmetrie der NBF1 
und NBF2 des SUR2A. 
 
5.4 Funktionelle Symmetrie der NBFs in SURs 
5.4.1 Substitutionen hochkonservierter Aminosäuren 
Um die Analogmodelle der NBFs anhand funktioneller Charakterisierungen weiter zu prüfen, 
nächst hochkonservierte Aminosäuren in NBF1 und NBF2 homolog substituiert und 
er Einfluss der Mutationen auf die Bindung von [3H]P1075 vergleichend untersucht (s. 4.2). 
en war bereits gezeigt worden, dass KCOs wie Pinacidil, P1075 oder 
Diazoxid ihre Wirkung auf sekretorische Zellen, Neuronen und Muskelzellen entfalten, indem 
sie den KATP-Kanal öffnen (EDWARDS und WESTON, 1995; QUAST und COOK, 1989; LAWSON, 
HisP (HUNG et al., 1998) oder TA
6 β- t-Strukturen die beiden H
5.3 Strukturelle Symmetrie der NBFs in SURs 
Der Sequenzvergleich der beiden NBFs des SUR2A untereinander (s. Abb. 14) zeigte eine 
Homologie der Positionen von über 26 % bei Betrachtung ausschließlich identischer 
Aminosäuren bzw. annähernd 50 % unter Berücksichtigung streng homologer Austausche wie 
Substitutionen aromatischer Aminosäuren z.B. Tyrosin gegen Phenylalanin oder saurer Reste 
z.B. Aspartat gegen Glutamat (HIGGINS und SHARP, 1988). Bei Überlagerung der 
Tertiärstrukturen von NBF1 und NBF2 zeigte sich neben diskreten Unterschieden in Form von 
insgesamt 8 Insertionen von Aminosäuren in NBF1 im Vergleich zu NBF2 mit einer über 
95 %igen Übereinstimmung eine weitgehend identische Raumstruktur (s. Abb. 16). 
 
Diese Ergebnisse sind zum einen Indiz dafür, dass die NBFs von SURs offensichtlich jeweils 











476 gegen Arginin und der Austausch des Mg2+-stabilisierenden Aspartats in Pos. 1469 gegen 
chiebung des EC50 für MgATP als die entsprechende 
unktmutation in NBF2. Neben den Austauschen, D832E, D839R, S809F und G811I, die auch 
in analogen Positionen in NBF2 keine Bindung zeigten, wurde auch für die Substitution des 
Aspartats in Pos. 833 gegen Lysin und Histidins in Pos. 876 gegen Glutamat eine komplette 
Aufhebung der Bindung beobachtet, während die entsprechenden Mutationen in NBF2 zwar zu 
und dass die hochaffine Bindung von KCOs auf SURs ebenso wie die Bindung von 
NDPs (ADP und GDP) eine ATP-Bindung und vermutlich auch ATP-Hydrolyse in beiden 
NBFs erfordert (SCHWANSTECHER et al., 1998; DÖRSCHNER, 2000). Bei der Untersuchung von 
hochkonservierten Aminosäuren zeigte sich, dass die Substitutionen im Bereich der Linker 
Region (S1446F und G1448I), das für die siebte α-Helix strukturell wichtige Aspartat in Po
1
Glutamat zu einer jeweils vollständigen Aufhebung der ATP-induzierten Bindung von 
[3H]P1075 führte. Bei Substitution der Aminosäuren, die an der Koordination des γ-Phosphats 
beteiligt sind (Q1390, D1470 und H1504) ergab sich jeweils eine deutliche Rechts-
verschiebung für die Induktion der Bindung von [3H]P1075 durch MgATP (s. Abb. 18). 
Die Analyse der analogen Punktmutationen in NBF1 ergab ein ganz ähnliches Bild für 
die funktionellen Konsequenzen, wobei die Effekte jeweils deutlich stärker ausgeprägt waren 
als in der NBF2. So führte die Substitution des Glutaminrestes in Pos. 753 gegen Glutamat zu 
einer deutlich stärkeren Rechtsvers
P
einer Rechtsverschiebung des EC50 für MgATP, nicht aber zu einem kompletten Verlust der 
Bindung führten (s. Abb. 20). 
Nahezu identische Ergebnisse erzeugten homologe Substitutionen in den NBFs des 
SUR1. So führten zahlreiche Austausche hochkonservierter Aminosäuren jeweils entweder zu 
einem partiellen bzw. kompletten Verlust der Bindung von Diazoxid (z.B. Q1427L, H889D  
korrespondierend zu den Pos. Q1390, H867 in den NBFs des SUR2A; TAWAKKOL, 2001) oder 
zu einer Aufhebung der Aktivierbarkeit rekombinanter SUR1/KIR6.2-Kanäle durch NDPs wie 
MgADP (z.B. D853K, D1505K, S830F, S1482F äquivalent zu den Pos. D832, D1469, S809, 
S1446 in den NBFs des SUR2A; GRIBBLE et al., 1997; SHYNG et al., 1997; MATSUO et al., 
2002). Auch in weiteren ABC-Proteinen wie z.B. in HisP oder TAP1 führten Mutationen 
homologer Reste zu reduzierter oder vollständig aufgehobener ATPase-Aktivität und dadurch 
beeinträchtigtem Substanztransport (SHYAMALA et al., 1991; HUNG et al., 1998; GAUDET und 





5.4.2 Modulation der Stabilisierung des Nukleotid-Adeninrings 
ure, die jeweils ca. 25 Reste vor dem Walker A Motiv lokalisiert ist, ist in der Gruppe 
er ABC-Transporter hochgradig konserviert (s. Abb. 21). 
Die Substitutionen des Tyrosins in Position 1317 (NBF2; s. Abb. 23) bzw. Phenyl-
jeweils entweder zu einer moderaten 
en Störung 
er ATP-Ausrichtung. Die Aminosäure Prolin, die wegen ihres großen sterischen Platzbedarfes 
en die Effekte der Substitutionen in NBF1 deutlich stärker ausgeprägt 
ls in den homologen Positionen in NBF2 (s. 4.2.6 und 4.2.7). Dies könnte darauf beruhen, 
dass die durch Substitution induzierte Abnahme der ATP-Affinität in NBF1 (mit Ausnahme 
ng in Gegenwart von bis zu 10 mM 
 moderate Rechtsverschiebung 
des EC  für MgATP zur Induktion der Bindung von [3H]P1075 an F675R in Chimäre I  
(s. Abb. 24) ist die Lokalisierung der Aminosäure in direkter Nachbarschaft zu einem weiteren 
aromatischen Rest. Tyrosin in Position 674 könnte bei Substitution des Phenylalanins die 
Funktion einer Stabilisierung des Nukleotid-Adeninrings übernehmen. 
Um die Indizien für eine funktionelle Symmetrie der NBFs in SURs weiter zu prüfen, wurde in 
einer Serie von Mutationen eines Restes, der eine kritische Bedeutung für die Stabilisierung 
des ATP-Moleküls besitzt (CROOP, 1998; HUNG et al., 1998; BERGER und WELSH, 2000), die 
funktionelle Relevanz verschiedener Substituenten durch den Einfluss auf die Bindung von 
[3H]P1075 in NBF1 und NBF2 vergleichend untersucht (s. 4.2.5 bis 4.2.7). Diese aromatische 
Aminosä
d
alanins in Position 675 (NBF1; s. Abb. 24) führten erneut 
bzw. deutlichen Rechtsverschiebung des EC50 für MgATP oder zu einem kompletten Verlust 
der Bindung von [3H]P1075. Der Austausch der aromatischen Aminosäure zu Arginin erlaubt 
durch eine Rotamer-Konformation in zum Aromaten vergleichbarem Abstand und Ausrichtung 
der Seitenkette eine ähnlich gute Stabilisierung des Adeninrings wie Tyrosin selbst. Die 
hydroxylierte Aminosäure Serin kann aufgrund ihrer Größe nur noch geringfügig interagieren, 
wohingegen beide Rotamere des Leucins zu dicht an der Adeninbase liegen und so vermutlich 
die Orientierung des ATP beeinflussen. Die Einführung von Asparaginsäure in dieser Position 
führt wahrscheinlich zu einer über die negative Ladung der Aminosäure bestimmt
d
auch als „Helix-Brecher“ bekannt ist, bewirkt in Peptidketten oftmals einen scharfen haar-
nadelförmigen Knick, durch den die Ausbildung von Sekundärstrukturen verändert wird - 
ähnlich wie es auch bei Deletion des Aromaten zu erwarten wäre (s. Abb. 22). 
Auch hierbei war
a
eines Austausches F675R) jeweils ausreicht, um die Bindu






5.4.3 HI-analoge Mutationen 
nin in 
Pos. 68
ationen, dass sie sowohl in der NBF2 als auch in der NBF1 
entwed
OW et al., 2002), liegt es nahe zu vermuten, dass 
Mutationen in den NBFs des SUR2A bzw. SUR2B, die z.B. zu reduzierter oder aufgehobener 
Aktivierbarkeit des KATP-Kanals durch NDPs führen, mit cardialen bzw. vaskulären 
Ereignissen assoziiert sein könnten. 
Um ein noch differenzierteres Bild zu erhalten, wurden HI-induzierende Mutationen in NBF2 
des SUR2A eingebracht und ihre Auswirkung auf die MgATP-abhängige Bindung von 
[3H]P1075 erneut im Vergleich zu den homologen Mutationen in NBF1 analysiert (s. 4.3). Das 
Arginin R1316 bzw. Tyrosin Y674 stabilisiert vermutlich die für die Koordination des 
Adeninrings des Nukleotids kritische hochkonservierte aromatische Aminosäure. Während das 
Glutamat E1470 bzw. Aspartat D833 und Glycin in Pos. 1342 bzw. 701 an der Koordination 
des γ-Phosphats beteiligt ist, besitzen die Aminosäuren Serin in Pos. 1350 bzw. 709, Glycin in 
Pos. 1345 bzw. 704, Arginin in Pos. 1357 bzw. 716 und Valin in Pos. 1324 bzw. Threo
3 essentielle Bedeutung für die Orientierung des α- und β-Phosphates von ATP. Die 
Argininreste, in den Positionen 1382 bzw. 745 und 1457 bzw. 820, sind kritisch für die 
Konformation der zweiten bzw. der sechsten α-Helix. Die Reste Arginin in Pos. 1400 bzw. 
Glutamat in Pos. 763 sowie Glycin in Pos. 1442 bzw. 805 befinden sich jeweils in einer kurzen 
Sequenz vor der dritten bzw. sechsten Helix der Linker Region, deren Strukturen durch die 
Substitutionen vermutlich ebenso verändert werden, wie durch Insertion des Alanins in Pos. 
1471 bzw. Prolins in Pos. 834 und Deletion von Leucinresten in den Positionen 1351 und 710 
(s. Abb. 30 und 31). 
Übereinstimmend zu den Ergebnissen bei den hochkonservierten Aminosäuren zeigte 
sich für die HI-analogen Mut
er zu einer Rechtsverschiebung des EC50 führten oder zu einem kompletten Verlust der 
ATP-induzierten [3H]P1075-Bindung. Ebenfalls übereinstimmend mit den Experimenten zu 
den hochkonservierten Aminosäuren zeigte sich dabei in der Regel, dass die Effekte auf den 
EC50 für MgATP in NBF1 stärker ausgeprägt waren als in NBF2 (s. 4.3.1).  
 
Diese Befunde zeigen, dass sich anhand der Analogmodelle für die NBF1 und NBF2 
funktionelle Konsequenzen von Mutationen des SUR ableiten lassen, die z.B. eine Störung der 
Insulinsekretion (SUR1) oder cardiovaskuläre Erkrankungen (SUR2) erklären würden. 
Seitdem im Maus-Modell gezeigt werden konnte, dass ein SUR2 -/- knock-out mit Ausbildung 






5.4.4 NBF1 fungiert als Hauptdeterminationsfaktor für den Konformationswechsel 
ation, R1382C, auch in NBF1 eine 
vollstän




Y1205A dargestellt (wt, 
grauer Balken). 
des SUR 
Homologe Mutationen in den NBFs zeigen qualitativ symmetrische Effekte: Jede der 
untersuchten Mutationen, die in NBF2 zu einer Rechtsverschiebung des EC50 für MgATP für 
die Induktion der Bindung von [3H]P1075 führte, induzierte auch in der jeweils homologen 
Position in NBF1 eine Rechtsverschiebung des EC50 für MgATP. Alle Mutationen in NBF2, 
die bis zu einer Konzentration von 10 mM MgATP zu einem kompletten Verlust der Bindung 
führten, induzierten mit Ausnahme einer HI-analogen Mut
dige Aufhebung der Bindung (s. Abb. 50). Quantitativ jedoch waren die Auswirkungen 
in den NBFs different: Die Effekte in NBF1 waren allermeist deutlich stärker ausgeprägt als in 
NBF2. In nahezu allen Fällen, in denen sich bei einer Mutation in NBF2 eine diskrete 
Abnahme der Potenz zeigte, wurde für die homologe Mutation in NBF1 mit Ausnahme von 
zwei weiteren HI-analogen Mutationen, V1324M und S1350F, eine noch stärkere Abnahme 
induziert. Diese Befunde sind erneut Indiz dafür, dass sich die Reduktion der Affinität für ATP 






Abb. 50 Potenzen von MgATP zur 
Induktion der Bindung von 















eine direkte Gegenüberstellung 
homologer Substitutionen hoch-
konservierter Aminosäuren (Teil A 
der Abb.) und HI-analoge 
Mutationen (Teil B der Abb.) in 
den NBFs der Chimäre I  und 
den Einfluss der Mutationen in 
NBF2 (als schwarzer Balken) bzw. 
NBF1 (als weißer Balken) auf die 
Potenz von MgATP zur Induktion 
der Bindung von [ H]P1075. Zum 





















































tutionen, Insertionen und De-
Bindung von [ H]P1075 errechnet 
gestellt als Mittelwerte ± SEM aus 
einer Konzentration von 10 mM 
theoretischen Kurvenverlaufs ein 
 
eb
der NBFs ausgeht 
. Abb. 49), andererseits stützen die Befunde das sogenannte Schaltermodell des SUR, in dem 
 
Die Potenzen für die Substi-
letionen wurden aus den EC50-
Werten der ATP-induzierten 
3
(s.  4.2.3, 4.2.4, 4.2.6, 4.2.7 und 
4.3.1). Die Ergebnisse sind dar-
N = 4-7 unabhängigen Einzel-
experimenten. # Falls sich bis zu 
MgATP keine Bindung zeigte, 
wurde durch Approximation des 
Maximalwert der Potenz abge-
schätzt. * p < 0,01 für den Ver-
gleich der homologen Mutationen 
in NBF2 und NBF1. 
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Ganz anders als aufgrund der asymmetrischen Verteilung der HI-induzierenden Mutationen zu 
vermuten war (s. Abb. 11), sprechen die Erg nisse für eine weitgehende strukturelle und 
funktionelle Ähnlichkeit der beiden NBFs. Sie stützen aber die Annahme, dass Mutationen in 
NBF1 funktionell kritischer sind als solche in NBF2. Die Ergebnisse sind einerseits deutliches 
Argument gegen ein Modell, das von einer klar asymmetrischen Funktion 
2 3 4 5
(s
von einer weitgehend symmetrischen Funktion der beiden NBFs ausgegangen wird 
(SCHWANSTECHER et al., 1998; SIEVERDING 1998b). Ähnlich wie bei regulatorischen GTPasen 
(WITTINGHOFER und PAI, 1991; ABEL et al., 1996), würde die ATP-Bindung und -Hydrolyse in 
beiden NBFs den Rezeptor demnach in einen Zustand schalten, der sensitiv ist gegenüber 
KCOs und NDPs. Mögliche Erklärung für die Funktion der beiden NBFs des SUR sind - z.B. 
in Analogie zur Energetisierung des Substanztransportes des P-Glycoproteins - alternierende 
katalytische Zyklen (SENIOR und GADSBY, 1997; SAUNA und AMBUDKAR, 2001), die den SUR 






Trotz einer weitgehenden qualitativen Parallelität der Ergebnisse für die funktionelle 
Auswirkung der Substitutionen in den NBFs waren die Effekte in NBF1 in der Regel stärker 
ausgeprägt als in NBF2. Diese Resultate sind insgesamt klares Indiz dafür, dass sich eine 
 
ummand 2 als NBF2 auftritt. Jeder der Summanden besteht aus einem Produkt einer variablen 
ohl die Affinität für die Bindung von Nukleotiden, 
d ierte Konformationsänderung des 










Hemmung der hydrolytischen Aktivität in NBF1 stärker auf die Funktion des SUR auswirkt, 
als eine Hemmung der Aktivität in NBF2. Das heißt in anderen Worten, dass der 
übergeordnete Determinierungsfaktor für die hochaffine Bindung von KCOs und somit auch 
für das Schalten des SUR aus der insensitiven in die für KCOs und NDPs sensitive 
Konformation die NBF1 darstellt. Transferiert man diese Befunde in ein mathematisches 
Modell (6), würde ein Konformationswechsel und damit die hochaffine Bindung z.B. nur dann 
erreicht, wenn ein Schwellenwert (E) überschritten wird: 
 
(6)  B) (y)Ax( E ⋅+⋅=  
          
         NBF1    NBF2 
 
Dieser Wert (E) wird erreicht als Summe zweier Produkte, wobei Summand 1 als NBF1 und
S
Komponente (x bzw. y), in die jeweils sow
die ATPase-Aktivität als auch die in NBF1 und NBF2 in
SUR eingeht und einer Konstant
änderung in NBF1 bzw. NBF2 auf die Affinitäts-induzi
SUR beschreibt. Diese Konstante könnte für NBF1 (A) g
Änderungen bezüglich der ATP-Bindung und -Hydroly
Konformationsänderung durch Substitutionen, Insertion
stärkerer Bedeutung sind, um den Schwellenwert (E) zu e
zeigen für die Aktivierung von KATP-Kanälen durch KCO
darauf hin, dass die Einbindung der beiden NBFs in das
anderen ist ein stärkerer negativer Selektionsdruck von
Erklärung dafür, dass sie wesentlich seltener beobachtet w
uz
rende Konformationsänderung des 
ßer sein als für NBF2 (B), so dass 
e als auch Abweichungen für die 
n oder Deletionen in NBF1 von 
reichen bzw. kritischere Bedeutung 
 und NDPs. Dies deutet zum einen 
Gesamtprotein leicht variiert. Zum 






5.5 Funktionelle Interaktion der Bindungsstellen für SUs und KCOs 
5.5.1 Die Bindungsstellen sind separat und st
SUs und KCOs entfalten ihre Wirkung auf den KATP-Ka
dem SUR (SCHWANSTECHER et al., 1994; SCHWANSTECHER
sind innerhalb der zweiten transmembranären Domäne (T
TOMAN, 2001; s.a. 1.8.3.1, 1.8.3.2). Der Nachweis
Komplexes bestehend aus SUR und daran gebundenem 
zeigte, dass die sites völlig separat sind und sich nicht
Bindungsstellen sind über einen strikt negativ-allost
gekoppelt (SCHWANSTECHER und RIETZE, 1990; SCHWANS
1992b; 1992d; 1998; DÖRSCHNER et al., 1999; s.a. 1.8.3.3). 
Letztlich ungeklärt war dabei allerdings, übe
der sites vermittelt wird. Durch Konstruktion unterschie
zunächst der C-Terminus des SUR als kritisch fü
werden (TOMAN, 2001; s.a. 4.4.2.1). Um
Bereiche des Rezeptors zu identifizieren, wurden system
somit kritische Regionen des SUR durch analoge Bereiche anderer Isof
rikt negativ-allosterisch gekoppelt 
n
M





r welche Bereiche des SUR die Kopplung 
d
r die allosterische Interaktion identifiziert 
 für die Interaktion des C-Terminus essentielle 
atisch weitere Chimären erzeugt und 
ormen der SURs 
3
gehend von t m
transmembranären Domänen und NBF1 durch korrespondierende Bereiche der anderen 
Bedeutung für die Kopplung besitzen. 
 innerhalb der C-terminalen Hälfte des Rezeptors die kritischen Regionen weiter 
einzugrenzen, wurden die Bereiche für die hochaffine Bindung von KCOs in SUR1 
al über Bindungsstellen (sites) auf 
 et al., 1998; s.a. 1.8.3). Diese sites 
DII) lokalisiert (UHDE et al., 1999; 
U Glibenclamid und KCO P1075 
überlappen (TOMAN, 2001). Diese 
rischen Mechanismus aneinander 
ECHER et al., 1991a; 1991b; 1992a; 
licher chimärer Rezeptoren konnte 
substituiert. Diese Konstrukte wurden in [ H]Radioligandbindungsstudien auf ihre allosterische 
Wechselwirkung untersucht. Führt ein Transfer einer Region des SUR trotz unveränderter 
Affinitäten für die Bindung von SUs und KCOs zu einer Modulierung der allosterischen 
Interaktion, so ist es sehr wahrscheinlich, dass der substituierte Bereich kritische Bedeutung für 
die Kopplung des sites besitzt. 
 
5.5.2 Weite Bereiche des SUR besitzen keine Bedeutung für die Interaktion der sites 
Aus  den na iven Isofor en SUR1 und SUR2A mit jeweils intakter Kopplung der 
sites, konnte die jeweils N-terminale Hälfte des SUR, bestehend aus den ersten beiden 
Isoform ohne Verlust der allosterischen Interaktion ausgetauscht werden (Chimären IV und V; 






(Chimäre VI; UHDE et al., 2001) eingebracht, die ersten beiden transmembranären Regionen 
der TMDII substituiert (Chimäre VIII) und zusätzlich die NBF2 ausgetauscht (Chimäre IX). 
Auch diese Substitutionen blieben ohne Einfluss auf die Interaktion (s. 4.4.2.3). Wir folgerten 
daher weiter, dass ebenso KCOI, KCOII, die TMR12 und 13 als auch NBF2 keine Bedeutung 
für die Kopplung der sites zu besitzen scheinen. 
 
Durch Variation der SUBR jedoch konnte eine Modulierung der negativ-allosterischen 
Interaktion erreicht werden. Der Transfer der SUBR de
5.5.3 Die SUBR ist kritisch für die allosterische Interaktion der Bindungsstellen  
s SUR1 in SUR2B führte zu einer 
himäre (Chimäre III; s. 4.4.2.1; 4.4.2.4), die analog zu Chimäre II beide Bindungsstellen für 
COs in f orm besitzt. Die Charakterisierung der allosterischen 
Interaktion der sites ergab jedoch, dass bis zu einer Konzentration von 10 µM weder 
[3H]Glibencla  noch [3H]P1075 durch Glibenclamid verdrängt werden 
onnte. Der Transfer der SUBR von SUR1 in SUR2B führte also zu einer Chimäre mit 
C
SUs und K r  hocha fine F
mid durch Pinacidil,
k
hochaffinen Bindungsstellen für beide Liganden, aber komplettem Verlust der negativ-
allosterischen Interaktion. 
Ein identisches Bild zeigte sich beim Transfer der SUBR des SUR1 in Chimäre VII 
(4.4.2.4). Erneut konnte durch Übertragung der SUBR unter Konservierung der hochaffinen 
Bindungsstellen für beide Liganden eine komplette Aufhebung der Kopplung induziert werden 
(Chimäre X; s. 4.4.2.4). SUR2B und Chimäre III bzw. Chimäre VII und Chimäre X unter-
scheiden sich jeweils lediglich in der SUBR, die durch den entsprechenden Bereich des SUR1 
substituiert wurde. Diese Ergebnisse sind deshalb klares Indiz dafür, dass neben dem 
C-Terminus (TOMAN, 2001) auch die SUBR kritische Bedeutung für die negativ-allosterische 





5.5.4 Modell der Interaktion der Bindungsstellen für SUs und KCOs  
che 
Interaktion der Bindungsstellen für Pharmaka auf KATP-Kanälen über zwei Regionen des SUR 
vermittelt wird. Damit ergibt sich das folgende Modell für die Kopplung der sites (Abb. 51): 
SURs tragen zwei separate Bindungsstellen für SUs und KCOs, die über einen negativ-
allosterischen Mechanismus gekoppelt sind (s.a. 1.8.3.3). Für die funktionelle Wechselwirkung 
(TOMAN, 2001) und die SUBR. Bei physiologischer Konstellation, entsprechend einer 
funktionellen Einheit von C-Terminus und SUBR, könnte eine Interaktion dieser Regionen 
jeweils so verlagert wird, dass die Bindungsstellen für SUs bzw. für KCOs nicht gleichzeitig 
besetzt werden können. 
 
 
              
Diese Befunde stützen somit insgesamt die Hypothese, dass die negativ-allosteris
dieser sites besitzen dabei zwei Regionen eine Schlüsselfunktion: der C-Terminus 








Abb. 51 Die Interaktion der Bindungsstellen für SUs und KCOs wird über die SUBR und den 
C-Terminus vermittelt. Wird der SUR an der KCO-site durch KCOs besetzt, führt eine 
Konformationsänderung des C-Terminus (CT) und der SUBR dazu, dass die SUBR nicht 





Mögliche Erklärung für den molekularen Mechanismus der allosterischen Kopplung ist eine 
direkte Interaktion der SUBR und des C-Terminus wie in Abb. 52 analog zum „ball and 
chain“-Mechanismus des Gatings dargestellt (ARMSTRONG und BEZANILLA, 1977; BEZANILLA 
und ARMSTRONG, 1977; HOSHI et al., 1990; ZAGOTTA et al., 1990). 
 
 





Abb. 52 Interaktion der Bindungsstellen könnte über direkte Interaktion des C-Terminus (CT) 








 von Aminosäuren mit kritischer Bedeutung für die 
5.5.5.1 Eine Aminosäure in der SUBR besitzt Schlüsselfunktion 
ne Aminosäuren der SUBR gegen analoge 
Reste des SUR2A substituiert. Ziel war es, den durch den Transfer der SUBR von SUR1 
induzierten Verlust der allosterischen Interaktion durch eine singuläre Substitution innerhalb 
der SUBR wieder aufzuheben.  
Eine systematische Punktmutationsanalyse ergab, dass von den 31 unterschiedlichen 
Aminosäuren (s. 4.4.3) in der SUBR von SUR1 und SUR2A nur ein Rest, das Cystein in Pos. 
1175 (SUR1) bzw. Phenylalanin in Pos. 1142 (SUR2A), kritische Bedeutung für die Kopplung 
der Bindungsstellen besitzt. So konnte durch Substitution des Cysteins in SUR1 gegen die 
Aminosäure des SUR2A die allosterische Interaktion partiell wiederhergestellt werden. 
Während die Verdrängung von [3H]Glibenclamid durch Pinacidil nur inkomplett war (Die 
prozentuale Verdrängbarkeit erreichte mit lediglich 11 % einen Wert, der sich einerseits zwar 
allosterische Interaktion der Bindungsstellen 
Eine aus 114 Aminosäuren bestehende Region innerhalb der TMDII von SURs - die SUBR - 
besitzt, wie in 4.4.2.4 gezeigt, kritische Bedeutung für die negativ-allosterische Kopplung der 
Bindungsstellen für SUs und KCOs. Um innerhalb dieser Region Aminosäuren mit Schlüssel-
funktion für die Kopplung der sites zu identifizieren, wurden - ausgehend von Chimäre X, 





deutlich vom Ausgangskonstrukt (Chimäre X) unterschied, andererseits jedoch in der gleichen 
Größenordnung für weitere Substitutionen detektiert werden konnte), zeigte sich für die 
erden (LOO und CLARKE, 2000). 
Um diese Hypothese zu prüfen, wurden die Affinitäten beider Liganden in kom-
etitiven Verdrängungsexperimenten an Chimäre X in An- und Abwesenheit der Substitution 
C1175F vergleichend untersucht. Jeweils deckungsgleiche Kurvenverläufe zeigten hierbei, 
dass die Affinitäten für SUs und KCOs durch die Substitution unbeeinflusst blieben (4.4.3.3). 
Sie bestätigen damit die Annahme, dass der Aminosäure C1175 (SUR1) bzw. F1142 (SUR2A) 
eine Schlüsselfunktion für die allosterische Interaktion der Bindungsstellen zukommt. 
 
5.5.5.2 Variation der allosterischen Interaktion durch differente Substitutionen in 
Position 1175 
Zur weiteren Charakterisierung dieser für die Kopplung der sites kritischen Aminosäure wurde 
eine Serie unterschiedlicher Substituenten in dieser Position eingebracht und diese Konstrukte 
jeweils auf die allosterische Wechselwirkung untersucht. Dabei konnte die Sonderstellung der 
Aminosäure in Pos. 1175 (SUR1) bzw. 1142 (SUR2A) bestätigt werden. Während die 
geringfügig gesteigert werden konnte (s.a. 4.4.3.4 A), induzierten die Substitutionen gegen 
Glutamat und Aspartat mit 53 % bzw. 61 % eine deutliche Zunahme der Verdrängbarkeit des 
[3H]Radioliganden (s. Abb. 43). Das Einbringen negativ geladener Seitenketten in dieser 
Position scheint hierbei offenbar die negativ-allosterische Interaktion der Bindungsstellen zu 
begünstigen. 
Verdrängung von [3H]P1075 durch Glibenclamid mit über 96 % eine fast vollständige 
Hemmung der Bindung (s. 4.4.3.2). Die partielle Wiederherstellung der Interaktion stand dabei 
in Einklang mit der Annahme einer Rekonstitution der Kopplung der Bindungsstellen für SUs 
und KCOs durch eine singuläre Substitution in der SUBR. Andererseits waren diese 
Ergebnisse ebenfalls mit der Annahme einer Modulierung der Affinitäten von SUs und / oder 
KCOs durch diese Mutation vereinbar. So weist z.B. eine weitere Aminosäure der SUBR in 
Pos. 1238 des SUR1 (Serin) bzw. in Pos. 1205 des SUR2A (Tyrosin) besondere Bedeutung für 
die Bindung von SUs auf (TOMAN, 2001). Ferner konnte an einem weiteren ABC-Protein, dem 
humanen P-Glycoprotein, für eine zu C1175 (SUR1) bzw. F1142 (SUR2A) homologe 




Verdrängung von [3H]Glibenclamid durch Pinacidil mit dem Austausch gegen weitere 





 Bei der Untersuchung des Einflusses von Glibenclamid auf die Bindung von [3H]P1075 
zeigte sich ein ganz anderes Bild (s.a. 4.4.3.4 B). Einerseits führten die Austausche des 
Cysteins gegen Tyrosin bzw. Tryptophan in Analogie zur Substitution C1175F in Chimäre X 
ebenfalls jeweils zu einer deutlichen Zunahme der Verdrängbarkeit des KCO, andererseits 
eigte sich jedoch bei der Charakterisierung der weiteren Substitutionen zu sowohl negativ 
zw. positiv geladenen Resten (Glutamat und Aspartat bzw. Arginin, Lysin und Histidin) als 
auch zu Isoleucin - einer aliphatischen Aminosäure - überraschenderweise keine Zunahme der 
Verdrängbarkeit von [3H]P1075, sondern eine zusätzliche Induktion der Bindung durch die 
Zugabe des allosterischen Liganden (s. Abb. 44). Ein Effekt, der mit einer über 100 %igen 
Steigerung der Bindung von [3H]P1075 durch 100 nM Glibenclamid bei der Substitution 
5K in Chimäre X am stärksten ausgeprägt war. 
Um hierbei einen Einfluss der Substitution auf die Affinitäten von SUs und / oder 
COs auszuschließen, wurden analog zur Charakterisierung des Austausches C1175F in 
ie Affinitäten der Liganden untersucht. Nahezu identische Kurvenverläufe und halbmaximal-
inhibitorische Konzentrationen für beide Liganden auch in Anwesenheit der allosterischen 
C1175K au t klares Indiz dafür, dass diesem 
Aminosäurerest in der SUBR eine zentrale Rolle in der Regulation der allosterischen 
Interaktion der Bindungsstellen für SUs und KCOs zukommt. 





Chimäre X (s.a. 4.4.3.2; 4.4.3.3; 5.5.5.1) in kompetitiven Verdrängungsbindungsexperimenten 
d
Moleküle (s.a. 4.4.3.5) zeigen, dass eine Modulierung der Affinitäten durch die Mutation 
sgeschlossen werden kann und sind damit erneu
So kann ohne Einfluss auf die jeweilige Affinität der Liganden durch eine singuläre 
Substitution die allosterische Kopplung der sites moduliert werden. Substitutionen in der Pos. 
1175 (SUR1) bzw. in Pos. 1142 (SUR2A) induzieren ein An- und Ausschalten der negativ-
allosterischen Interaktion und auch Umwandlung der negativ-allosterischen Wechselwirkung 
in eine positiv-allosterische Kopplung der sites. 
 
5.5.6 Der SUR besitzt ve
Affinität 
Um den Effekt der Glibenclamid-vermittelten Induktion der Bindung von [3H]P1075 näher zu 
analysieren, wurde der Einfluss steigender Konzentrationen von Glibenclamid auf die Bindung 
von [3H]P1075 untersucht. Erstaunlicherweise ergab die Detailanalyse der allosterischen 
Interaktion von C1175K in Chimäre X, dass einer Induktion der Bindung von [3H]P1075 durch 





Radioliganden folgte (s.a. 4.4.3.6). Die resultierende Bindungskurve zeigte einen zweiphasigen 
Verlauf mit Induktion der Bindung bis ca. 100 nM Glibenclamid - der EC50 lag bei ca. 20 nM - 
und Verdrängung des Radioliganden bei höheren Konzentrationen des SU mit einem IC50 bei 
ca. 0,6 µM (s.a. Abb. 46). Dieser atypische Kurvenverlauf konnte auch für die Substitutionen 
gegen Glutamat und Aspartat bzw. Arginin, Lysin und Histidin als auch Isoleucin bestätigt 
werden (Daten nicht gezeigt). Die Verdrängung von [3H]P1075 durch hohe Konzentrationen 
von Glibenclamid ist Indiz für die Existenz einer weiteren Bindungsstelle für SUs mit niedriger 
Affinität. Um diese Hypothese zu prüfen, wurde der Einfluss von Glibenclamid auf die 
Dissoziationskinetik von [3H]P1075 und Chimäre X-C1175K durch Pinacidil untersucht. Dabei 
zeigte sich, dass die additive Zugabe von 10 µM Glibenclamid die Dissoziation des Komplexes 
aus [3H]P1075 und Chimäre X-C1175K durch 100 µM Pinacidil drastisch beschleunigte. 
Dieser Befund ist mit einer kompetitiven Interaktion nicht vereinbar. Er zeigt, dass auf dem 
SUR vermutlich eine zweite niederaffine Bindungsstelle für SUs vorhanden ist, die ebenfalls in 






KATP-Kanäle bestehen aus zwei unterschiedlichen Untereinheiten, einer porenbildenden 
einwärts-gleichrichtenden Kalium-Kanal-Untereinheit (KIR6.1 oder KIR6.2) und einer regula-
torischen Untereinheit, dem Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR). Bislang wurden drei Isoformen 
des SUR kloniert: SUR1, die regulatorische Untereinheit des KATP-Kanals der B-Zelle des 
Pankreas und die cardiovaskulären Subtypen des SUR2: SUR2A und SUR2B. 
 SURs gehören zur Familie der ABC-Transporter und zeigen eine Membrantopologie 
aus drei membranären Domänen: TMD0, TMDI und TMDII. Der N-Terminus ist extrazellulär 
lokalisiert, intrazellulär finden sich sowohl der C-Terminus als auch die Nukleotid-bindenden 
Untereinheiten NBF1 und NBF2. Zahlreiche Mutationen im gesamten SUR sind ursächlich für 
die hy
d die derzeitigen Vorstellungen 
über di
 den NBFs des SUR und des TAP1 war Indiz 
afür, dass sich die Tertiärstrukturen nicht wesentlich unterscheiden. Konform dazu, ergab sich 
in den errechneten 3D-Modellen eine zur NBF des TAP1 jeweils nahezu identische Raum-
struktur. Zur Analyse der strukturellen Abweichungen der NBFs des SUR wurden die Analog-
modelle für NBF1 und NBF2 überlagert. Dabei zeigten sich die Modelle der beiden NBFs 
perinsulinämische Hypoglykämie des Kleinkindes (HI). Während in NBF1 nur sehr 
wenige Austausche bekannt sind, die mit HI assoziiert sind, finden sich über 60 % der 
krankheitsinduzierenden Mutationen in NBF2. 
Für die Funktionen der NBFs in SURs werden derzeit zwei Modelle diskutiert: Ein 
asymmetrisches Modell mit Interaktion von NTPs in NBF1 und NDPs in NBF2 bzw. ein 
Modell mit symmetrischer Funktion der NBFs, bei dem angenommen wird, dass alternierende 
katalytische Zyklen aus ATP-Bindung und -Hydrolyse in den NBFs den SUR aus seiner für 
KCOs und NDPs insensitiven „off“-Konformation in den sensitiven „on“-Zustand schalten. 
Ziel der Untersuchungen war es, diese Modelle zu prüfen un
e funktionelle Relevanz der NBFs zu verbessern. 
Da die Aufklärung der Tertiärstrukturen der NBFs des SUR bislang nicht gelungen ist, 
wurden Homologie-Modelle der beiden NBFs auf Basis einer Röntgenstrukturanalyse des eng 
verwandten Nukleotid-bindenden Proteins von TAP1 abgeleitet. Eine ca. 30 %ige Überein-
stimmung der Aminosäure-(AS)-Sequenzen von
d
strukturell mit einer über 95 %igen Übereinstimmung nahezu kongruent. Die NBFs von SURs 
besitzen also zum einen jeweils eine Tertiärstruktur, die mit der von TAP1 weitgehend 






Aus den strukturellen Daten diverser ABC-Transporter und Untersuchungen zur struk-
turellen und funktionellen Relevanz waren AS mit kritischer Bedeutung für die Funktion einer 
NBF bekannt. Die Lokalisierung dieser hochkonservierten Reste wurde in den erstellten 3D-
Modellen für die NBFs des SUR2A abgeleitet. Analog zu den Daten für die NBFs weiterer 
Transporter zeigte sich, dass diese AS entweder speziell exponiert waren oder dass eine 
Schlüsselfunktion für die Bindung von ATP bzw. für eine Konformationsänderung nach 
erfolgter ATP-Hydrolyse abgeleitet werden konnte. Diese Modelle wurden durch Mutations-
analysen in Radioligandbindungsstudien experimentell getestet und die funktionelle Relevanz 
dieser hochkonservierten AS durch den Einfluss von Substitutionen auf die MgATP-abhängige 
Bindung von [3H]P1075 untersucht. Die Substitutionen der hochkonservierten AS induzierten 
sowohl in NBF1 als auch in NBF2 jeweils entweder eine deutliche Rechtsverschiebung des 
EC50 für MgATP zur Induktion der Bindung von [3H]P1075 oder es zeigte sich ein kompletter 
Verlust der Bindung. In Einklang zu früheren Experimenten waren in NBF1 die Effekte auf 
den EC50 für MgATP deutlich stärker ausgeprägt als in NBF2. 
Um ein noch differenzierteres Bild zu erhalten, wurden HI-analoge Mutationen in 
NBF1 und NBF2 des SUR2A homolog eingebracht, ihre Lokalisierung im 3D-Modell 
errechnet und die Auswirkung auf die Bindung von [3H]P1075 vergleichend analysiert. 
Konform zu den Ergebnissen bei den hochkonservierten AS, zeigte sich eine Lokalisation der 
HI-analogen Mutationen in funktionell kritischen Positionen. Substitutionen auch dieser AS 
führten in beiden NBFs entweder zu einer Rechtsverschiebung des EC50 oder zu einem 
kompletten Verlust der hochaffinen [3H]P1075-Bindung. Ebenfalls übereinstimmend mit den 
Experimenten zu den hochkonservierten AS zeigte sich dabei in der Regel, dass die Effekte auf 
den EC50 für MgATP in NBF1 stärker ausgeprägt waren als in NBF2. 
Diese Befunde zeigen, dass sich anhand der Analogmodelle für die NBFs des SUR 
funktionelle Konsequenzen von Mutationen ableiten lassen, die z.B. eine Störung der Insulin-
sekretion (SUR1) oder cardiovaskuläre Erkrankungen (SUR2) erklären würden. Ganz anders 
als aufgrund der asymmetrischen Verteilung der HI-induzierenden Mutationen zu vermuten 
war, sprechen die Ergebnisse für eine weitgehende strukturelle und funktionelle Ähnlichkeit 
der beiden NBFs. Sie stützen aber die Annahme, dass Mutationen in NBF1 funktionell 
kritischer sind als solche in NBF2. Einerseits sind diese Ergebnisse deutliches Argument gegen 
ein Modell, das von einer klar asymmetrischen Funktion der NBFs ausgeht, andererseits 
stimmen die Befunde mit dem sogenannten Schaltermodell des SUR überein, in dem von einer 





Trotz einer weitreichenden Parallelität für die funktionellen Auswirkungen der Substi-
gel stärker ausgeprägt als in NBF2. Diese Resul-
g der NBFs für 
 die sites für KCOs (KCOI und KCOII) sind 
innerha
 auch NBF1 des SUR durch jeweils 
korresp
n. Ein identisches Bild zeigte sich beim Transfer der SUBR des SUR1 
in Chimäre VII (X). SUR2B und Chimäre III bzw. die Chimären VII und X unterscheiden sich 
tutionen waren die Effekte in NBF1 in der Re
tate sind klares Indiz dafür, dass sich eine Hemmung der hydrolytischen Aktivität in NBF1 
stärker auf die Funktion des SUR auswirkt, als eine Hemmung der Aktivität in NBF2. Die 
NBF1 stellt somit vermutlich den übergeordneten Determinierungsfaktor für die hochaffine 
Bindung von KCOs und somit auch für das Schalten des SUR aus der insensitiven in die für 
KCOs und NDPs sensitive Konformation dar. Die unterschiedliche Bedeutun
die Konformationsänderung deutet auf eine differente Einbindung der NBFs in das 
Gesamtprotein hin. Übereinstimmend mit den Befunden könnte die Tatsache, dass HI-
Mutationen wesentlich seltener in NBF1 beobachtet werden, darauf zurückzuführen sein, dass 
sie zu einem deutlich stärkeren negativen Selektionsdruck führen. 
 
SUs und KCOs entfalten ihre Wirkung auf den KATP-Kanal über Bindungsstellen auf dem 
SUR. Die Bindungsstelle für SUs (SUBR) und
lb der TMDII lokalisiert und über einen strikt negativ-allosterischen Mechanismus 
aneinander gekoppelt. Aus früheren Untersuchungen war bekannt, dass der C-Terminus des 
SUR essentielle Bedeutung für die Kopplung besitzt. Um die molekularen Mechanismen der 
allosterischen Interaktion näher zu charakterisieren und weitere beteiligte Protein-Regionen zu 
identifizieren, wurde systematisch eine Serie von Chimären konstruiert und in Radioligand-
bindungsstudien der Einfluss der Austausche auf die allosterische Wechselwirkung analysiert. 
Dabei zeigte sich, dass die TMD0, TMDI und
ondierende Bereiche anderer Isoformen ohne Verlust der allosterischen Interaktion 
ausgetauscht werden konnte, als Indiz dafür, dass die N-terminale Hälfte des SUR vermutlich 
keine Bedeutung für die Kopplung besitzt. Um innerhalb der C-terminalen Hälfte des SUR die 
kritischen Regionen weiter einzugrenzen, wurden KCOI und KCOII in SUR1 eingebracht, die 
beiden ersten TMRs der TMDII substituiert und zusätzlich NBF2 ausgetauscht. Auch diese 
Substitutionen blieben ohne Einfluss auf die Interaktion, als Hinweis darauf, dass weite 
Bereiche der TMDII vermutlich ebenfalls keine Bedeutung für die Kopplung der 
Bindungsstellen besitzen. 
Durch Variation der SUBR ließ sich die negativ-allosterische Interaktion jedoch 
beeinflussen. Der Transfer der SUBR von SUR1 in SUR2B führte zu einer Chimäre (III) mit 











 lediglich in der SUBR. Diese Ergebnisse sind deshalb klares Indiz dafür, dass neben 
dem C-Terminus auch die SUBR kritische Bedeutung für die negativ-allosterische Interaktion 
der Bindungsstellen auf SURs besitzt. Mögliche Erklärung für den molekularen Mechanismus 
der allosterischen Kopplung könnte analog zum „ball and chain“-Mechanismus des Gatings 
eine direkte Interaktion der SUBR und des C-Terminus sein. 
Innerhalb der 114 AS umfassenden SUBR konnte eine AS, C1175 (SUR1) bzw. F1142 
(SUR2A), identifiziert werden, die eine Schlüsselfunktion für die Kopplung der Bindungs-
stellen besitzt. Ausgehend von Chimäre X (SUBR des SUR1), mit aufgehobener Kopplung der 
sites, führte die Substitution des Cysteins in Position 1175 gegen das homologe Phenylalanin 
in SUR2A zu einer partiellen Wiederherstellung der Interaktion. Während die Verdrängung 
von [3H]Glibenclamid durch Pinacidil mit 11 % nur inkomplett war, zeigte sich für die 
Verdrängung von [3H]P1075 durch Glibenclamid mit über 96 % eine fast vollständige 
Hemmung der Bindung. 
Zur weiteren Charakterisierung dieser für die Kopplung
hiedlicher Substituenten eingebracht. Nur die Austausche gegen negativ geladene Reste 
(E und D) induzierten eine deutliche Zunahme der Verdrängbarkeit von [3H]Glibenclamid 
durch Pinacidil (53 % und 61 %). 
Bei der Untersuchung des Einflusses von Glibenclamid auf die Bindung von [3H]P1075 
zeigte sich, dass zahlreiche Austausche überraschenderweise nicht zu einer Zunahme der 
Verdrängbarkeit von [3H]P1075 führten, sondern zu einer zusätzlichen Induktion der Bindung. 
Ein Effekt, der mit einer über 100 %igen Steigerung der Bindung von [3H]P1075 durch 
100 nM Glibenclamid bei C1175K am stärksten ausgeprägt war. Ein Einfluss der 
Substitutionen auf die Affinitäten der Liganden konnte in Kontr
hlossen werden. 
Diese Befunde zeigen, dass durch eine singuläre Substitution in der SUBR ein Ein- und 
Ausschalten der Kopplung induziert und auch eine Umwandlung der negativ-allosterischen 
Wechselwirkung in eine positiv-allosterische Interaktion der sites erreicht werden kann. Eine 
Detailanalyse ergab, dass einer Induktion der Bindung von [3H]P1075 durch steigende 
Konzentrationen an Glibenclamid eine fast vollständige Verdrängung des Radioliganden 
folgte. Die resultierende Bindungskurve zeigte einen zweiphasigen Verlauf mit Induktion der 
Bindung bis ca. 100 nM Glibenclamid und Verdrängung des Radioliganden bei höheren 
Konzentrationen. Wir haben dies als Indiz für die Existenz einer weiteren Bindungsstelle für 





Um diese Hypothese zu prüfen, wurde der Einfluss von Glibenclamid auf die 
Dissoziationskinetik von [3H]P1075 und Chimäre X-C1175K durch Pinacidil untersucht. Dabei 
zeigte sich, dass die additive Zugabe von 10 µM Glibenclamid die Dissoziation des Komplexes 
aus [3H]P1075 und Chimäre X-C1175K durch 100 µM Pinacidil drastisch beschleunigte. Da 
dieser Befund mit einer kompetitiven Interaktion nicht vereinbar ist, stützt er die Schluss-
folgerung, dass auf dem SUR vermutlich eine zweite niederaffine Bindungsstelle für SUs 
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